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RESUMO

Introducéo: O congelamento de embrides é um procedimento rotineiro nos tratamentos de
Reprodugdo Assistida. A transferéncia de embrides descongelados permite utilizag&o de todos
os embrides que foram obtidos num ciclo de tratamento e pode ser realizada com embriGes em
estagio de clivagem (dia 2 -D2 ou dia 3-D3 de desenvolvimento) ou em blastocisto.

Objetivo: Avaliar se embrides em clivagem selecionados para transferéncia apos cultivo
prolongado apds descongelamento (18-24 horas) apresentavam taxas maiores de gravidez
quando comparados com embrides transferidos apoOs intervalo curto de cultivo apds
descongelamento (2-5 horas).

Métodos: Realizado estudo duplo-cego, randomizado e controlado. Um total de 388 pacientes
que foram submetidas a tratamento de Reproduc¢édo Assistida, tiveram seus embrides congelados
em clivagem(D2) e posteriormente transferidos. Todas as pacientes tiveram o mesmo preparo
endometrial com valerato de estradiol seguido por progesterona vaginal. Foram randomizadas
179 pacientes no grupo D2 (embrides em clivagem-D2 foram descongelados mantidos em
cultivo por 2-5 horas e transferidos a seguir) e 209 no grupo D2/D3 (embries em clivagem-D2
descongelados, mantidos em cultivo prolongado por 18-24 horas e transferidos a seguir).O
desfecho principal foi a taxa de gravidez em evolucdo ( 20? semana de gestacéo).

Resultados: Um total de 179 pacientes tiveram embrides descongelados e transferidos apds 2-
5 horas de cultivo (grupo D2) e 209 tiveram, embrides descongelados e transferidos ap0s cultivo
prolongado por 18-24 horas (grupo D2/D3). A idade média das pacientes do grupo D2 foi 36 +
4,4 anos e 36 + 5,4 anos no grupo D2/D3. A taxa de gravidez em evolucéo foi de 28 % e 33,5%
(p=0,2) nos grupos D2 e D2/D3, respectivamente.

Conclusdo: Os resultados sugerem que aumentar o tempo de cultivo em mais um dia para
melhorar a selecdo embrionéria antes da transferéncia, ndo aumenta as taxas de gravidez em
evolucao

Palavras-chave: vitrificacdo, transferéncia de embrido descongelado, cultivo embrionario,

embrides em clivagem, técnicas de reproducao assistida



ABSTRACT

Objective: evaluate whether selecting embryos for transfer after prolonged culture after thaw
(18-24 hours) has better pregnancy rates than selecting embryos for transfer after short culture

after thaw (2-5 hours).

Design: Double-blinded, randomized, controlled trial

Setting: Private IVF center

Patient(s): A total of 388 patients submitted to ART treatment who had embryos frozen on
day-2 and subsequently transferred. All patients received the same endometrial priming with

estradiol valerate followed by vaginal progesterone.

Intervention(s): Randomization for Frozen embryo transfer 2-5 hours after thaw (Group D2)

or 18-24 hours after thaw (Group D2/D3).

Main Outcome Measure(s): Ongoing pregnancy rate (OPR) at 20 weeks' gestation per embryo

transfer

Results: A total of 179 patients had embryos transferred 2-5 hours after thaw and 209 patients
had embryos transferred 18-24 hours after thaw. The mean age in group D2 was 36+4.4 and
36+5.4 in group D2/D3. Ongoing pregnancy rate was 28% and 33.5% (p=0.2) for groups D2

and D2/D3, respectively.

Conclusions: These results suggest that increasing the culture time of embryos in one day to

improve selection before transfer does not increase ongoing pregnancy rate.

Clinical Trial Registration Number: NCT03381001

Key Words: Vitrification, Frozen embryo transfer, embryo culture, Cleavage stage, ART
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1. INTRODUCAO

A infertilidade ¢ uma condigdo comum com importantes repercussfes psicologicas,
econdmicas, demograficas e médicas. A demanda por servigos de infertilidade tem crescido
substancialmente e este fendmeno é provavelmente explicado pela publicidade que se tem dado
para os problemas de infertilidade atualmente (1).

Trata-se de uma situacdo meédica Unica porque envolve um casal, em vez de uma Unica
pessoa. E definida, pela Organizacido Mundial da Satde, como a incapacidade de um casal
conceber apds 12 meses de relacdes sexuais regulares, sem contracepcdo (2). Estima-se que a
infertilidade conjugal atinja entre 10 e 15% da populacdo mundial, isto é, aproximadamente 50
a 80 milhdes de pessoas.

Tem-se observado um aumento em sua incidéncia em fungéo de questdes como idade
das mulheres com desejo de gravidez, adiamento da maternidade, aumento da prevaléncia de
infeccOes de transmisséo sexual, sedentarismo, obesidade, uso de alcool, tabaco, além da
exposicéo a poluicdo (3).

Aproximadamente 50% das causas de infertilidade sdo de origem feminina, 20-30% por
fatores masculinos, 20-30% sdo associagéo de fatores masculinos e femininos e em 10% néo se
identifica a causa (infertilidade sem causa aparente) (4,5). Dentre as principais causas de
infertilidade masculina pode-se citar disfuncdo testicular, que leva a alteragdo na
espermatogénese, e, ainda, razdes congénitas, como na Sindrome de Klinefelter e na
microdelecdo do cromossomo Y. H& tambem causas adquiridas que podem ser resultado de
trauma, torcOes, varicocele, infeccBes e cirurgias ou, também, idiopaticas. Finalmente,
observam-se fatores pos testiculares, relacionados a disfunc¢des ejaculatdrias ou obstrutivas (4).
As causas mais comuns de infertilidade feminina sdo disfun¢Bes ovulatérias, incluindo
insuficiéncia ovariana primaria, hipogonadismo hipogonatréfico, sindrome dos ovarios

policisticos, hiperprolactinemia, que respondem por 40% das causas femininas e, também,
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obstrucdo tubéria, endometriose, alteracdes uterinas e infertilidade sem causa aparente (ISCA)
(5).

As alternativas terapéuticas para a infertilidade conjugal podem envolver uso de
medicamentos, cirurgias e técnicas de reproducdo assistida. Estas podem ser divididas em baixa
e alta complexidade. As técnicas de reproducdo assistida de baixa complexidade sdo a
estimulacdo ovariana com coito programado e a inseminacao intrauterina.

A estimulacdo ovariana para corre¢do da disfuncéo ovulatéria pode ser feita com uso de
medicamentos cujo objetivo é estimular a ovulacéo. O ciclo é monitorizado por ultrassonografia
seriada e quando, a paciente apresenta de um a trés foliculos com espessura maior que 18 mm,
recebe uma injecao de hCG que simulara o pico de LH e promovera a ovulacao. O casal, entdo,
é orientado ao coito (6).

Existe ainda a possibilidade de realizacdo da Inseminacdo Intra-Uterina (11U), que
consiste em injetar 0 sémen previamente preparado no laboratério, diretamente na cavidade
endometrial. A 11U esta indicada para os casos de infertilidade sem causa aparente (ISCA),
endometriose leve, impossibilidade de ejaculacéo durante o coito, fator masculino leve, casais
homoafetivos femininos utilizando sémen de banco. Nestes casos, os resultados sao melhores
quando existe uma associagdo com estimulagédo ovariana (6).

Enquanto uma parcela dos casais com dificuldade para engravidar vai atingir seu
objetivo com técnicas de baixa complexidade, outra parte tem indicacdo para uso de técnicas
de alta complexidade, como a Fertilizacdo in Vitro (FIV) e a Injecdo Intracitoplasmatica dos

espermatozoides (ICSI).

1.1. Fertilizacéo in Vitro

A técnica de FIV foi desenvolvida inicialmente para o tratamento da infertilidade por
fator tubario e teve seu primeiro nascimento descrito em 1978 (Steptoe e Edwards) (7). Em

seguida, observou-se um desenvolvimento expressivo das técnicas de laboratorio e dos métodos
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de estimulacdo ovariana, o que permitiu melhora significativa das taxas de gravidez e maior
facilidade na realizacdo dos tratamentos, levando a uma expanséo nas indicacgoes terapéuticas.

A técnica de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) foi descrita em 1992
e permitiu tratamento dos casais com fator masculino grave (concentracdo total de
espermatozoides méveis < 1 milh&o) e ampliou ainda mais as indica¢fes para tratamentos de
Reproducdo Assistida (8).

O tratamento consiste em estimulagdo ovariana controlada com gonadotrofinas
associadas ao analogo agonista ou antagonista do horménio liberador das gonadotrofinas
(GnRH), a fim de impedir o pico endégeno do hormonio luteinizante (LH) e a consequente
ovulagdo. Com isso, é possivel se aspirar os foliculos, identificar os odcitos em laboratério,
fazer a inseminagdo pela técnica de FIV convencional ou por ICSI e acompanhar o cultivo
embrionario in vitro. Os embriBes que apresentarem maior potencial para implantacdo séo entdo
transferidos ao Utero. Os embrifes excedentes podem ser armazenados para posterior
transferéncia em casos em que ndo houve implantagdo ou mesmo quando existe o desejo de
nova gravidez, sem que haja necessidade de nova estimulacdo ovariana seguida de puncéo
folicular.

Assim, o desenvolvimento das técnicas de RA permitiu a formacéo de varios embrides
em um mesmo ciclo, levando a necessidade do desenvolvimento das técnicas de
criopreservacao. Para que tal estratégia possa ser adotada, € necessario que o procedimento
apresente uma elevada taxa de sobrevivéncia e que os embrides descongelados mantenham seu

potencial de desenvolvimento e implantagdo apos o descongelamento.

1.2.Congelamento de embrides

Em 1983, foi descrita a primeira gravidez proveniente de embrido descongelado com

um protocolo envolvendo o uso de agentes crioprotetores permeaveis que ja tinham sido
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utilizados previamente em modelos animais com resultados satisfatorios (9). Neste estudo, 16
embrides provenientes de tratamentos de FIV foram transferidos para 15 pacientes apos
congelamento e descongelamento. Embrides de quatro e oito células (34-60 horas de cultivo)
foram criopreservados utilizando glicerol ou dimetilsulfoxido (DMSO) como agentes
crioprotetores e, posteriormente, foram descongelados e transferidos apds ovulagéo espontanea
das pacientes. Houve transferéncia apenas de embrides que apresentavam pelo menos 50% dos
blastbmeros iniciais morfologicamente normais ap6s 4-12 horas de cultivo apds o
descongelamento. Das 15 pacientes, uma apresentou gravidez (9). Em 1984, foram descritas
mais duas gestacdes provenientes de embrides descongelados utilizando o mesmo protocolo
acima, sendo que uma das gestacBes terminou em nascimento de gémeos monozigdticos com
35 semanas e perfeitamente normais (10).

Desde que essas gestacOes foram descritas, varios protocolos de congelamento tém sido
apresentados com diferencas no tipo e concentracdo dos crioprotetores, tempo para equilibrio
osmético das solucdes usadas, taxas de congelamento e equipamentos utilizados (11). Os dois
principais métodos de congelamento em uso até o momento sdo congelamento lento e
vitrificacdo. O primeiro deles utiliza baixas concentracbes de crioprotetores permeaveis e
impermeaveis que promovem uma desidratacdo progressiva juntamente com a reducdo lenta da
temperatura. Os crioprotetores permeaveis tém capacidade de transpor a membrana celular. Sua
principal fungdo é diminuir o ponto de congelamento da &agua. Sdo utilizados também
crioprotetores impermeaveis que possuem a finalidade de promover a saida da agua das células,
por desidratacdo osmdtica (12). Devido ao resfriamento de forma lenta, ocorre formacéo de
gelo extracelular e desidratacdo incompleta da célula, com subsequente formacdo de gelo
intracelular (13). Para evitar cristalizacdo excessiva, que é a maior causa de injaria celular, faz-
se necessario um descongelamento rapido. Durante tal descongelamento, a retirada dos

crioprotetores € realizada por multiplas diluicdes progressivas na presenca de sacarose, que é
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um crioprotetor impermedavel. Apoés a retirada completa, o material € mantido em cultivo para
se restabelecer (14). O congelamento lento requer equipamento especifico, programéavel e, por
iSSO mesmo, sua execucao € mais dispendiosa e demorada (15).

Apesar de ter sido usado dimetilsulféxido (DMSQO) como crioprotetor, nas primeiras
gestacOes descritas esta substancia foi rapidamente substituida por outras menos prejudiciais
aos embrides. A combinacdo de propileno-glicol (PROH) com sacarose, associada a curvas de
congelamento mais acuradas, tem sido amplamente utilizadas(16).

A vitrificacdo foi realizada pela primeira vez em 1985, por Rall e Fahy (19), e ap6s
demonstrar sua eficacia e praticidade, esse método vem sendo amplamente utilizado.
Contrastando com o congelamento lento, a vitrificagcdo € um método que permite a solidificacdo
das células em um estado vitreo, sem formacdo de gelo. O procedimento mais utilizado de
vitrificacdo em mamiferos requer altas concentragcfes de crioprotetores em pequenos volumes,
a fim de promover a desidratacdo em um curto periodo de tempo. Em seguida, o material é
colocado em um suporte e imerso diretamente em nitrogénio liquido, comvelocidade rapida de
resfriamento, para diminuir danos advindos de altas concentragdes de crioprotetores, impedir a
cristalizacdo e promover a vitrificacdo (17). Nos ultimos 15 anos, varios protocolos foram
descritos com diferentes crioprotetores em diferentes concentragfes. Hoje, 0 mais comumente
utilizado é uma combinacdo de DMSO + etileno-glicol (EG) + sacarose em um volume minimo
(S1pl) (18).

A vitrificacdo parece ser 0 método de escolha para congelamento de embrides, por ser
mais rapida, mais simples, com maior custo beneficio e apresentar taxas mais elevadas de
sobrevivéncia ap6s o descongelamento (16). Segundo Edgar & Gook em 2012 (11), a
vitrificacdo parece ser o metodo de escolha para embrides em blastocistos, enquanto que, para
embrides em clivagem, tanto a vitrificagdo como o congelamento lento podem ser utilizados

com resultados similares. Também Fasano, em 2014 (20), em outro estudo randomizado
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comparando vitrificacdo e congelamento lento, observa que a taxa de sobrevivéncia apds
descongelamento é maior na vitrificacdo de embrifes em clivagem, mas ndo houve diferenca
na taxa de implantagdo. Em 2015, Debrock, em um outro estudo randomizado, observa que a
vitrificacdo de embrides em clivagem resultava em maior taxa de nascidos vivos por embrido
descongelado (21). Finalmente, Rienzi, em uma metanélise de 2016, afirma que a vitrificagdo
é o melhor método para criopreservacdo de gametas e embrifes em qualquer estagio de
desenvolvimento, propiciando maiores taxas de sobrevivéncia ap6s o descongelamento e
melhores resultados clinicos, quando comparados com congelamento lento (16).

Com o advento da criopreservacao e a melhoria progressiva das técnicas disponiveis,
seu uso se tornou rotineiro nos laboratérios de Reproducdo Humana, sendo utilizado nos casos
em que se tem embrides excedentes. Outras situacdes em que se demanda o congelamento dos
embrides referem-se a casos nos quais a transferéncia a fresco ndo pode utilizada devido ao
risco de sindrome de hiperestimulacdo ovariana (SHEO), na presenca de endométrio
inadequado ou quando os niveis de progesterona no dia da inducdo da retomada da meiose estdo
elevados (22). Tal estratégia € chamada de Freeze all (congelar todos) ou congelamento de
embrides eletivo.

Recentemente, essa estratégia foi proposta com uma alternativa rotineira. Roque et al.,
em 2013, e Shapiro et al., em 2014, (23, 24) mostraram que as taxas de implantacao e gravidez
aumentaram significativamente em ciclos de TEC (transferéncia de embrides congelados)
quando comparadas com ciclos a fresco. Os autores aventaram a possibilidade de uma melhor
sincronia do endométrio com os embrides, ja que 0 mesmo ndo esta submetido as alteracdes do
ciclo de estimulacdo ovariana (23, 24). Esses resultados, entretanto, ndo foram posteriormente
confirmados, sendo a TEC indicada em casos especificos (25).

Nesse sentido, a criopreservacao de embrides € indicada nas seguintes situacdes: ciclos

em que h& embrides excedentes; casos em que o risco de sindrome de hiperestimulacao
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ovariana é real; quando os niveis hormonais ndo sdo adequados para transferéncia a fresco; para
mulheres submetidas a tratamentos com quimioterapia e radioterapia que desejam preservar sua
fertilidade; e em situagdes com indicacdo de diagndstico genético preimplantacional, j& que os
embrides sdo submetidos a bidpsia embrionaria preferencialmente no dia 5 de desenvolvimento
(em estagio de blastocisto)e os resultados das mesmas podem levar até 15 dias para ficarem
prontos.(26)

Tradicionalmente, os embriGes eram transferidos em estagio de clivagem, porém, nos
ualtimos anos, existe uma tendéncia a transferéncia de embrides em estagio de blastocistos. A
transferéncia neste estagio parece ser mais fisioldgica por apresentar melhor sincronia entre
endométrio e embrido. As mulheres submetidas a transferéncia de blastocistos a fresco
apresentam maiores taxas de nascidos vivos comparadas com aquelas em que séo transferidos
embrides em clivagem a fresco (27). Entretanto, ndo se observou diferenga na taxa cumulativa
de gravidez entre transferéncias em blastocistos e embrides em clivagem quando comparadas
com transferéncias apenas em blastocistos. Além disso, a Sociedade Americana de Medicina
Reprodutiva e o guideline de infertilidade publicado pela NICE em 2013 manifestaram
preocupacao com o uso da transferéncia em blastocisto para reproducdo assistida (28, 29), ja
que o numero de embribes diminui com o aumento do tempo em cultivo. Nesse sentido,
prolongar o cultivo até blastocisto pode reduzir o nimero de embrifes viaveis para
criopreservacao e posterior transferéncia apos descongelamento e aumentar o numero de ciclos
sem transferéncia, o que leva a repercussdes financeiras e emocionais importantes. Portanto,
até 0 momento, nédo esta estabelecido qual o melhor estédgio do desenvolvimento embrionario
para criopreservacdo, uma vez que boas taxas de sobrevivéncia, implantacdo, gestacdo e
nascidos vivos foram reportadas em todos os estagios, e por diversos grupos (30).

As condicgdes laboratoriais de cultivo, congelamento e descongelamento embrionario

sdo fundamentais para o sucesso da técnica de criopreservacdo. Em relacdo aos embrides
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congelados em estagio de clivagem, a selecdo para transferéncia é baseada na morfologia e
avaliagdo da sobrevivéncia das células apds o descongelamento, realizada de duas a cinco horas
apos o procedimento (31, 32). Outra alternativa é manté-los em cultivo por mais 18 a 24 horas
e realizar nova avaliagédo, observando-se a proliferacdo dos blastomeros. Uma vez presente,
indicaria a retomada da mitose e do metabolismo celular (33, 34, 35).

Para alguns autores, a capacidade de reassumir a divisao celular ap6s o descongelamento
significa um bom padrdo de selecdo para os embrifes. Ziebe et al. (1998), em estudo
retrospectivo, demonstraram que selecionar os embrides pela morfologia e retomada da diviséo
celular, a partir de cultivo prolongado, permitiu melhora nos resultados de gravidez (36). Joshi
et al. (2010) e O’Shea et al. (2016) também demonstraram, apds estudos retrospectivos, que
transferir embrides que clivaram durante cultivo prolongado, apds descongelamento, aumentou
significativamente a taxa de gravidez quando comparado com a transferéncia dos embrides que
néo clivaram (35, 37).

Por outro lado, Rato et al. (2012) demonstraram, em estudo retrospectivo, que o cultivo
prolongado diminui as taxas de implantacdo e o potencial de desenvolvimento dos embriGes em
clivagem (32). Por fim, Guo et al. (2013) demonstraram n&o haver diferenca nas taxas de
implantacéo, gravidez e nascidos vivos, quando compararam, retrospectivamente, ciclos de
TEC ap6s cultivo prolongado e cultivo curto (38).

Assim, devido a falta de consenso e por todos os dados conhecidos até hoje serem
advindos de estudos retrospectivos, este estudo duplo cego, randomizado e prospectivo foi
desenvolvido no sentido de avaliar se a analise embrionaria realizada 18 a 24 horas ap0s o
descongelamento, comparada com aquela realizada duas a cinco horas depois, para sele¢do

dos embrides para transferéncia, interfere nas taxas de gravidez.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi comparar, prospectivamente, diferentes intervalos de cultivo
apos descongelamento de embrifes em clivagem e sua influéncia nos resultados dos tratamentos

de reproducéo assistida.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Pacientes

Foi realizado um estudo prospectivo, randomizado, duplo cego, no periodo de maio de
2017 a dezembro de 2018 com pacientes submetidas a tratamento pela técnica de Reproducao
Assistida que tiveram transferéncia de embrides congelados. Todas elas concordaram em
participar e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi aprovado
pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP parecer n°2.048.266) e incluido no
Clinicaltrials.gov (NCT03381001). As pacientes foram randomizadas em dois grupos. No
Grupo D2 (n=179), foram incluidas as pacientes que receberam embrides descongelados e
transferidos no mesmo dia, isto &, cultivados por duas a cinco horas. No Grupo D2/D3
(n=209), foram incluidas as pacientes que receberam embrides desvitrificados um dia antes
da transferéncia e assim foram cultivados por 18-24 horas (D3). Tais pacientes possuiam entre
18 e 59 anos, tendo sido submetidas a tratamento de fertilizagdo in vitro (FIV) com
transferéncia de embrides realizada somente com embrides de boa qualidade, isto é, com
menos de 20% de fragmentacdo e blastdmeros simétricos. Os critérios de exclusdo foram os
seguintes: pacientes com aborto de repeticdo, fator masculino grave (criptozoospermia e
azoospermia), patologias uterinas, uso de embrides re-vitrificados, transferéncia de embrides
dificil (uso de cateter rigido, sangramento no cateter interno, uso de pinca de Pozzi) (39).
Todos os embrides de boa qualidade foram criopreservados. A estratégia de Freeze all foi
utilizada no sentido de evitar a sindrome de hiperestimulo ovariano, quando os niveis de
progesterona serico estavam maiores que 1,5 ng/ml no dia da administracdo do hCG e quando

0 endomeétrio encontrava - se com espessura menor que 7mm no dia do hCG.

3.2.Estimulacgéo ovariana e puncéo folicular

A estimulacdo ovariana controlada (EOC) foi realizada seguindo protocolo de

antagonista ou agonista do GnRH. No protocolo antagonista, as pacientes receberam
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gonadotrofinas recombinantes (Gonal-F® ou Pergoveris®; Merck Serono) iniciadas no
segundo ou terceiro dia do ciclo menstrual, com doses variando de 150 a 450 Ul por dia, de
acordo com a idade, sendo adequadas com a resposta ovariana individual. Quando os foliculos
atingiam um didmetro medio de 14 mm, administrou-se o antagonista de GnRH —Cetrorelix
(Cetrodite®, Merck Serono) para supressao hipofisaria. No protocolo agonista, as pacientes
receberam leuprorrelina (Lupron® — Abbot) 40 mcg, duas vezes ao dia, a partir do segundo ou
terceiro dia do ciclo menstrual, para bloqueio hipofisario. As gonadotrofinas recombinantes
foram administradas, nas mesmas doses, a partir do terceiro dia de estimulacdo ovariana. A
maturacdo oocitéria final foi induzida com gonadotrofina coriénica humana recombinante —

hCG (Ovidrel®, Merck Serono) quando pelo menos trés foliculos atingiram 18 mm dedidmetro.

As pacientes foram submetidas a pungéo folicular, 34 a 36 horas apds o uso do hCG,

sob analgesia endovenosa, por via vaginal, guiada por ultrassonografia.

3.3. Fertilizacdo in vitro, cultivo e transferéncia embrionaria

Em seguida a puncdo, o liquido folicular foi encaminhado para laboratério, a fim de
identificar os o0citos. Apos a avaliacdo da maturidade oocitaria, aqueles em metéfase 11 (MII)
foram inseminados pela técnica de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). A
confirmag&o da fertilizagdo foi realizada 19 horas apos a ICSI. Os embrides foram avaliados no
segundo dia de desenvolvimento embrionario (D2) para classificagdo morfologica e
selecionados para transferéncia. Os excedentes foram vitrificados. O6citos e embriGes foram
mantidos em meio de cultivo em incubadoras a 37°C a 6% de CO2. Todas as transferéncias
foram feitas com o0 mesmo meio de cultura com um cateter macio (Sydney IVF, Cook Medical

- Australia), guiadas por ultrassom abdominal.
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3.4. Vitrificagao e desvitrificagéo

Os embrides incluidos no estudo foram criopreservados pela técnica de vitrificagdo
utilizando-se kit comercial (Ingamed, Brazil) com etilenoglicol, dimetilsulféxido, sacarose,
suplemento proteico, além de meio de cultivo tamponado, de acordo com o protocolo do
fabricante. Em seguida, os embrides foram inseridos em palhetas de armazenagem (Criolnga,
Ingamed, Brazil) e imersos em nitrogénio liquido (-196°C). A desvitrificacdo foi realizada
utilizando kit comercial (Ingamed, Brazil) contendo sacarose, meio de cultivo tamponado e
suplemento proteico, de acordo com o protocolo do fabricante. Em seguida, os embrides foram

mantidos em meio de cultivo tamponado (Cook) até o0 momento da transferéncia (40).

3.5. Preparo endometrial

O preparo do endométrio para a transferéncia dos embrides desvitrificados foi feito com
ciclo artificial ou natural. No ciclo artificial, as pacientes foram submetidas a blogueio
hipofisario com administracdo de leuprorrelina 3,75 mg (Lectrum® - Sandoz) subcutanea no
segundo ou 21° dia do ciclo. O bloqueio foi confirmado por ultrassonografia vaginal e dosagem
de estradiol sérico. Quando o endométrio apresentava espessura menor que 5 mm e 0s niveis
de estradiol estavam menores que 50pg/ml, iniciou-se o uso de valerato de estradiol. A primeira
dose foi de 2 mg do primeiro ao quinto dia; de 4 mg do sexto ao décimo; e 6mg, a partir do 11°
dia. No 15° dia, foi realizada ultrassonografia para avaliacdo da espessura endometrial e
alocagdo nos grupos de estudo. Quando o endométrio apresentava mais de 7 mm de espessura
e o estradiol revelava niveis séricos superiores a 150 pg/ml, as pacientes foram orientadas a
iniciar 0 uso da progesterona gel 8%, por via vaginal (Crinone® — Merck Serono), em dose

Unica diaria. No ciclo natural, as pacientes foram avaliadas por ultrassonografia, nos dias 2, 9 e
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12 do ciclo menstrual. Em seguida, a avaliacdo foi feita diariamente, até apresentarem um
foliculo de 17 mm e endométrio com espessura maior que 7 mm. A ovulagéo foi induzida com
hGC recombinante e a progesterona gel 8% por via vaginal (Crinone® — Merck Serono), em

dose Unica diéria, iniciada 36 horas depois.

O tipo de preparo endometrial foi escolhido de acordo com a conveniéncia da paciente
e da logistica da clinica, ja que os estudos na literatura mostram néo haver diferenca nas taxas

de sucesso com ambos os tipos. (42-44)

3.6. Transferéncia de embrides e resultados

Os embrides desvitrificados foram avaliados em microscopio invertido. Aqueles com
boa morfologia foram selecionados para transferéncia. Em seguida, foram carregados para o
cateter (Sidney — Cook) em gota de 50 uL de meio de cultivo (Cleavage, CookMedical, USA),
com uso de seringa de 1 mL. (41). A transferéncia de embrides foi realizada com a paciente em
posicao ginecoldgica, com insercao de espéculo para identificacdo do colo uterino e limpeza da
cavidade vaginal. O cateter de transferéncia foi inserido através do orificio externo do colo até
o terco superior da cavidade endometrial, onde os embrides foram gentilmente depositados, por
pressdo do émbolo da seringa acoplada. O procedimento foi realizado sob visdo
ultrassonografica e a medicacdo mantida até o dia da realizacdo do teste de gravidez pela
dosagem do B-hCG sérico (11 ou 12 dias apds a transferéncia). Todas as gestagcdes foram
acompanhadas até 20 semanas de evolugéo (gravidez em evolucao). Foram avaliados o nimero
de odcitos em metéfase 11 (MI1), taxa de fertilizacdo, taxa de sobrevivéncia apos desvitrificacao,
nimero de embriBes transferidos, método de preparo endometrial, taxa de gravidez clinica
(presenca de saco gestacional com batimento cardiaco), e taxa de gravidez em evolugéo

(gravidez > 20 semanas).
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3.7. Randomizacao

As pacientes foram randomizadas em dois grupos, no dia da marcacgéo da transferéncia
dos embrides. A randomizacéo foi feita com envelopes lacrados e numerados para definir se 0s
embrides seriam descongelados no mesmo dia da transferéncia (D2) ou no dia anterior (D2/D3).
A embriologista e 0 médico que realizaram a transferéncia embrionaria ndo sabiam quando os

embrides haviam sido descongelados.

3.8. Analise estatistica

Para o calculo amostral, foi considerado um “alfa” de 95 ¢ “beta” de 80, com 10% de
diferenca na taxa de gravidez como significativo. Para isso, seriam necessarios um numero
minimo de 286 pacientes. Foi utilizado o teste t de Student e o teste X2, sendo considerado

significativo p < 0,05.
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4. RESULTADOS

No periodo de maio de 2017 a dezembro de 2018, foram realizadas 912 transferéncias de
embrides descongelados no nosso servigo. Dessas, 524 foram excluidas por ndo preencherem
critérios de inclusdo ou por ndo desejarem participar do estudo. Assim, 388 pacientes, que
tinham embrides congelados em D2, foram incluidas no presente estudo. Um total de 179
pacientes tiveram seus embrides transferidos no mesmo dia do descongelamento (grupo D2) e
209 pacientes tiveram os embriGes mantidos em cultura por 24 horas apds o descongelamento

(grupo D2/D3) (Figura 1).

Figura 1: Fluxograma de analise das pacientes: do recrutamento até analise final do estudo

Amostra inicial (n=312)
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A idade média das pacientes do grupo D2 foi de 36 £ 4,4 anos e, para o grupo D2/D3,
de 36 £ 5,4 anos. O fator masculino foi a principal causa de infertilidade em ambos o0s grupos
(48% e 36%), seguido por idade da mulher (15% e 13%) (Tabela 1). Em 53% dos ciclos, todos
os embrides foram congelados, sem que houvesse transferéncia a fresco (freeze-all), sendo
49,75% no grupo D2 e 55,8% no grupo D2/D3 (p= 0,23). As demais pacientes tiveram uma

transferéncia de embrides a fresco prévia.

Tabela 1: Fatores de infertilidade das pacientes submetidas a transferéncia de embriGes em
clivagem descongelados ap6s cultivo curto ou prolongado

Fator de infertilidade D2 D2/D3 P

Fator masculino 48% 36% 0,016
Idade 15% 13% 0,67
Fator tubario 8% 11% 0,32
Infertilidade sem causa aparente 7% 6% 0,79
Fatores associados 14% 18% 0,28

O numero de odcitos em estagio de metéfase 11 (MI1) observado no grupo D2 foi de 10,9
+55e 10,1 £5,1 no grupo D2/D3 (p=0,11). A taxa de fertilizacdo no grupo D2 foi de 85,3%
e 81,2% no grupo D2/D3 (p<0,0001). Todas as pacientes incluidas no estudo tiveram pelo
menos dois embrides congelados. A taxa média de sobrevivéncia embrionaria, apds o
descongelamento, foi de 90,3% no grupo D2 e 95,1% no grupo D2/D3 (p=0,01). O ndimero
médio de embrides transferidos no grupo D2 foi de 2,3 £ 0,3 e no grupo D2-D3 foi de 2,4 + 0,6

(p=0,7) (Tabela 2).



28

Tabela 2: Idade, caracteristicas laboratoriais e desfechos clinicos das pacientes submetidas a

transferéncia de embriGes em clivagem descongelados apés cultivo curto ou prolongado

D2 D2/D3
N° 179 N° 209 P
Idade 36+4,4 36+5,4 0,69
Odcitos em M 10,91 £ 5,48 10,06 £5,11 0,11
Taxa de fertilizagéo 85,3 % 81,2 % <0,0001
Taxa de sobrevivéncia 90,3 % 95,1 % 0,01
Embrides transferidos 2,3+0,3 2,4+0,6 0,7
Gravidez clinica 30,7 % 36,8 % 0,2
Gravidez em evolucéo 28 % 335% 0,2

Quando se comparou 0 método de preparo endometrial, observou-se que, em pacientes
do grupo D2, foi realizado preparo com ciclo artificial em 79,5% das vezes e, em pacientes do
grupo D2/D3, o preparo com ciclo artificial foi feito em 68,7% das vezes (p=0,02). As demais
pacientes foram submetidas a preparo com ciclo natural. A espessura endometrial média foi de
96 £1,8¢e09,7 %20, para o grupo D2 e D2/D3, respectivamente, independentemente do tipo

de preparo (p= 0.96).

A taxa de gravidez foi de 30,7% no grupo D2 e 36,8% no grupo D2-D3 (p=0,2) e a taxa

de gravidez em evolucdo foi de 28% e 33,5% respectivamente (p=0,2) (Tabela 2).
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5. DISCUSSAO

Acredita-se que este seja o primeiro estudo randomizado, duplo-cego, prospectivo que
mostra que embriGes em estagio de clivagem mantidos em cultivo por 24 horas apds o
descongelamento, e transferidos posteriormente em D3, apresentam taxas de gravidez
semelhantes as observadas quando a transferéncia é realizada no mesmo dia do

descongelamento (D2).

A idade das pacientes foi semelhante nos dois grupos, mostrando néo haver interferéncia
nos resultados de gravidez. Também ndo foram observadas diferencas entre o nimero de
oocitos em estagio de metafase 1l captados em ambos os grupos. Tal semelhanca pode ser

explicada pela auséncia de diferenca entre as faixas etarias dos grupos.

Quando as causas de infertilidade sdo comparadas, observa-se maior frequéncia de fator
masculino no grupo D2. As demais causas de infertilidade tiveram uma distribuicdo semelhante
entre os grupos. Essa diferenca, entretanto, ndo interferiu na taxa de fertilizagcdo. De forma
oposta ao esperado, observou-se maior taxa de fertilizacdo nesse grupo de pacientes. Isso pode
ser explicado pelo fato da inseminacao ter sido realizada pela técnica de ICSI em todos 0s casais

e, assim, resolvidos os casos de fator masculino.

A taxa de sobrevivéncia embrionaria apés a desvitrificacdo foi maior no grupo D2/D3.
Ambas, entretanto, estdo acima dos valores descritos na literatura (16). Apesar da diferenca ter
sido significativa, ndo foi suficiente para diminuir o nimero de embrides a serem transferidos
e, por isso, ndo interferiu nos resultados de gravidez. O fato de mais da metade das pacientes
ter sido submetida a congelamento de todos os embrides (freeze-all), sem que houvesse
transferéncia a fresco, pode explicar as elevadas taxas de sobrevivéncia ap6s descongelamento,
uma vez que todos embrides de boa qualidade foram criopreservados. Como a frequéncia de

freeze-all foi semelhante nos dois grupos, nao interferiu nos resultados das taxas de gravidez.
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Quando os métodos de preparo endometrial para a transferéncia dos embribes
congelados/descongelados séo avaliados, observou-se que o preparo com ciclo artificial foi
mais frequente que o preparo com ciclo natural, sendo ainda mais frequente no Grupo D2. Tal
diferencga, entretanto, ndo interferiu nos resultados das taxas de gravidez. Estes achados estdo
de acordo com a literatura, que mostra que os resultados de gravidez sdo semelhantes em ambos

0s tipos de preparo (42-44)

Com relacdo as taxas de gravidez, os resultados foram semelhantes ao observado em
dois estudos retrospectivos que compararam as duas estratégias de transferéncia e nao
encontraram diferencas nas taxas de gravidez (35,38). O estudo de Joshi et al. (35) comparou,
retrospectivamente, a taxa de gravidez de 504 casos de transferéncia de embrides
descongelados, sendo que 415 (grupo A) foram descongelados e mantidos em cultivo durante
a noite e 89 (grupo B) foram transferidos apds duas horas do descongelamento. Neste estudo
foi usada a técnica de congelamento lento. Os autores ndo observaram diferenca significativa
entre 0s grupos. Ja o estudo de Guo et al., (38), analisou retrospectivamente, 1353 transferéncias
de embrides descongelados (TEC), sendo que 787 foram transferidos ap6s cultivo por duas a
quatro horas ap6s o descongelamento e 566 foram transferidos ap6s 20-24 horas de cultivo ap6s
o0 descongelamento. Também neste estudo ndo houve diferenca entre 0s grupos nos parametros
avaliados (taxa de gravidez clinica, taxa de implantacdo, taxa de gravidez multipla, taxa de
aborto, taxa de gravidez ectdpica e taxa de nascidos-vivos) e foi utilizada a técnica de
vitrificacdo. Por outro lado, Rato et al. (2012) compararam os resultados de gravidez de
embrides em clivagem com intervalos de cultivo semelhantes aos deste estudo e demonstraram
que o cultivo prolongado diminuia a taxa de implantacédo e o potencial de desenvolvimento dos
embrides devido aos danos causados pelo estresse do cultivo. O estudo, entretanto, foi
retrospectivo com utilizacdo da técnica de congelamento lento que parece ser mais danosa aos

embrides (32).
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A principal limitagdo do nosso estudo foi termos avaliado a taxa de gravidez em
evolucdo e ndo a taxa de nascidos vivos. Embora a taxa de nascidos vivos seja mais usada para
avaliar o sucesso em Reproducdo Assistida, a taxa de gravidez em evolugdo é frequentemente
utilizada. A interrupgao da gravidez ap6s 20 semanas é considerada como nascimento. Portanto,
ndo deve haver diferenca entre as definigdes. Além do mais, a assisténcia materno-fetal ndo
deve ser considerada parte do tratamento de Reprodugdo Assistida devido a presenca de
potenciais vieses ja que as pacientes ndo necessariamente recebem cuidados obstétricos
semelhantes (45). Por outro lado, o fato de o estudo ter sido duplo-cego e randomizado, com
grande numero de pacientes, sugere que os resultados possam ser repetidos. Nesse sentido,
pode-se concluir que manter os embrides em cultivo por 24 horas ap6s o descongelamento, para
adiar a transferéncia, ndo interfere nas taxas de gravidez em evolugdo. Mais ainda, como as
taxas de gravidez foram semelhantes, ndo existe a necessidade em se passar os embrides de D2
para D3 de forma rotineira. No entanto, mais estudos com desenho semelhante sdo necessarios

para confirmacéo dos resultados aqui apresentados.
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6. CONCLUSAO

A partir dos dados observados, é possivel concluir que manter os embrifes em cultivo
por 24 horas apds o descongelamento, para adiar a transferéncia, ndo interfere nas taxas de

gravidez em evolucdo.
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8. ANEXOS

8.1. Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de consentimento livre e esclarecido Influéncia do intervalo tempo de cultivo
embriondrio pos-descongelamento, de embrides no estagio de clivagem, nas taxas de

gravidez, em ciclos de reproducéo assistida

Gostariamos de convida-los a participar da pesquisa que estamos realizando na Clinica
ORIGEN em conjunto com o Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais. O objetivo da pesquisa ¢é avaliar
se 0 tempo de cultivo dos embrides interfere na chance de se conseguir uma gravidez.
Vamos avaliar se deixarmos os embrides em cultivo por mais tempo, ap0s 0 seu
descongelamento pode aumentar a chance de gravidez ou de se ter um bebé em casa.

Sua decisdo em participar deste estudo é voluntaria. Uma vez que vocés decidirem
participar do estudo, vocés podem retirar seu consentimento e participacdo a qualquer
momento. Apds a assinatura deste termo vocés e todos os pacientes incluidos no estudo
serdo selecionados a participar de um dos dois grupos: ter os embrides transferidos
descongelados no mesmo dia da transferéncia dos embrides ou descongelados no dia
anterior ao dia da transferéncia dos embrides. O acesso e a analise dos dados coletados
se fardo apenas pelos pesquisadores e/ou seus orientadores/coordenadores, sendo gque 0s
dados relativos a qualidade e desenvolvimento de seus embrides e, a gravidez e como foi
a sua evolucao, serdo analisados.

Serdo resguardadas as suas identidades e privacidade, uma vez que serdo utilizados
cddigos numéricos para cada paciente e ndo havera divulgacdo individual, sendo
consideradas confidenciais todas as informag6es pessoais de todas pacientes estudadas.
Serdo divulgados apenas os resultados da pesquisa, em eventos médicos e cientificos ou
publicac@es cientificas, sem qualquer identificacdo dos participantes.

A sua participacdo no estudo ndo muda a sua chance de gravidez. Ambas alternativas de
transferéncia dos embrides séo consagradas na literatura médica. Vocés nao teradonenhum
beneficio pessoal na realizacdo deste estudo, no entanto, os resultados da pesquisa
poderdo ajudar a melhor entender os mecanismos de desenvolvimento dos embrides e,
possivelmente ajudar a melhor seleciona-los para transferéncia. Dessa forma, vocés
estardo contribuindo para a compreensdo do mecanismo estudado e para a producédo de
conhecimento cientifico.

Os riscos decorrentes da participacdo na pesquisa séo classificados como Risco Minimo,
uma vez que serdo coletados dados das pacientes, como nome, idade, causa de
infertilidade entre outros pertinentes as questfes do estudo. A fim de se minimizarem 0s
riscos referentes a confidencialidade e sigilo dos dados, os pesquisadores responsaveis



dever&o assinar um termo de sigilo (Anexo 1V), garantindo assim, a ndo divulgacao dos
dados pessoais coletados sobre as pacientes. Além disso, todos 0s nomes serdo omitidos
e cada paciente receberd um cddigo numeérico da pesquisa, o qual sera utilizado para toda
anotacdo, tabulacdo e analise de dados.

Vocés terdo garantia de assisténcia, sendo que em caso de duvidas ou qualquer tipo de
problemas referentes & sua participagdo na pesquisa, 0 médico responsavel (Dr. Selmo
Geber), a pesquisadora (Laudislena Colodetti) ou os Comités de Etica poderdo ser
contatados a qualquer momento, pelos telefones que constam ao final desse termo. A
assisténcia sera prestada via telefone, e-mail ou até mesmo com um retorno medico. Os
pesquisadores acompanhardo os participantes desde o inicio do tratamento de
Reproducao Assistida até os ultrassons posteriores ao resultado do exame de gravidez (B-
HCG) e ao nascimento do beb&. O acompanhamento sera feito durante as consultas
médicas e rastreamentos ultrassonograficos, via telefone, e-mail ou outras formas de
comunicagdo. Posteriormente ao encerramento e/ou a interrupcdo da pesquisa, vocé
poderd ter acesso aos resultados da mesma apds a publicacdo do artigo cientifico e ser
beneficiado em um proximo tratamento, caso haja, com a escolha pela equipe pelo
melhor tempo de cultivo dos seus embrifes apos o descongelamento dos mesmos. Caso
vocé tenha gastos decorrentes da pesquisa, tais como alimentacdo e transporte, estes
deverdo ser ressarcidos pelo pesquisador.

NOs, e , lemos e discutimos com o
pesquisador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste documento.
Entendemos que somos livres para aceitar ou recusar, e que podemos interromper nossa
participacdo a qualquer momento sem dar uma razdo. Declaro estar ciente de que a
participacdo no estudo ndo implica em nenhum tipo de remuneracdo ou indenizacdo ao
final da pesquisa, sendo a revogacao deste consentimento permitida a qualquer tempo,
por escrito, mediante recibo, sem qualquer penalidade. NO6s concordamos que 0s dados
coletados para o estudo sejam usados para o propdsito acima descrito. Nos entendemos
a informacdo apresentada neste termo de consentimento. Nés tivemos a oportunidade
para fazer perguntas e todas as nossas perguntas foram respondidas. Diante do exposto,
concordamos de espontanea vontade em participar deste estudo e permitimos ao
pesquisador a utilizacdo dos dados obtidos, para serem incluidos na pesquisa, sem que
isso implique na nossa identificagdo. Fomos também esclarecidos de que os usos das
informacdes por nds oferecidas estdo submetidos as normas éticas destinadas a pesquisa
envolvendo seres humanos, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do
Conselho Nacional de Saude, do Ministério da Saude.

Belo Horizonte, de de 20

Assinatura do participante:
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Assinatura do participante:

Assinatura do pesquisador:

Selmo Geber (tel: 34099764) CRM: 22188

Laudislena Colodetti (tel: 34828002) CRM: 28764

COEP/UFMG — Av. Antbnio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala
2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG — Brasil - 31270-901 - Tel 34094592

CONEP: SEPN 510 NORTE, BLOCO A, 3° Andar - Edificio Ex-INAN - Unidade Il -
Ministério da
Salde - CEP: 70750-521 - Brasilia-DF

8.2. Parecer da CONEP

Documento esta reproduzido na integra ao final do documento.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DO INTERVALO TEMPO DE CULTIVO EMBRIONARIO POS-
DESCONGELAMENTO, DE EMBRIOES NO ESTAGIO DE CLIVAGEM, NAS TAXAS DE
GRAVIDEZ, EM CICLOS DE REPRODUCAO ASSISTIDA

Pesquisador: Selmo Geber

Area Temaética: Reproducdo Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriacéo e fatores que afetam a salde reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa" todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reproducéo assistida;);

Versao: 5

CAAE: 56553416.0.0000.5149

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.048.266

Apresentacdo do Projeto:

INTRODUCAO
A transferéncia de embribes congelados/descongelados (TEC) vem sendo realizada rotineiramente nos

Ultimos trinta anos como parte do tratamento de Reproducédo Assistida (RA). Atualmente, mais de cinquenta
por cento dos casais submetidos a RA fazem parte dos programas de congelamento de embrides para
transferéncia em ciclos subsequentes e, portanto, os critérios de sele¢cdo dos embribes descongelados que

serdo transferidos devem ser rigorosos para se obter boas taxas de gestacdo e de nascidos vivos. A
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avaliacdo dos embrides para TEC normalmente é feita com base na sobrevivéncia dos blastdbmeros apds o
descongelamento por um curto periodo de cultivo antes da transferéncia (2h as 5h) ou no desenvolvimento
dos embriées por um periodo de cultivo prolongado (18h as 24h). O cultivo embrionario pés- descongelamento
tem grande impacto na retomada da mitose dos embrifes e na retomada das fun¢des normais das células, no
entanto, até o momento ndo ha um consenso na literatura sobre qual intervalo de cultivo pés-descongelamento
possui melhor impacto nas taxas de gestacdo e de nascidos vivos. Além disso,a
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formacéo de blastocistos a partir de embrides congelados em clivagem pode trazer informagdes relevantes
sobre o cultivo pés-descongelamento e essa estratégia pode ser utilizada como mais uma alternativa do
tratamento. Nesse contexto, o presente estudo prospectivo randomizado e duplo-cego visa avaliar o impacto
do cultivo embrionario pés-descongelamento nas taxas de gestacao clinica, em curso e de nascidos vivos em
ciclos de TEC.

HIPOTESE

Avaliar a influéncia do tempo de cultivo embrionario nos potenciais de desenvolvimento ao estagio de
blastocisto, de implanta¢éo, de gravidez clinica, de gravidez em curso e de nascidos vivos nos ciclos de
transferéncia de embrides congelados/descongelados, em estagio de clivagem.

CRITERIOS DE INCLUSAO

- Haver indicacdo para transferéncia de embribes congelados/descongelados;

- Ter pelo menos 2 embrides congelados;

- Ter pelos menos 4 embrides congelados e indicagdo para transferéncia em estagio de blastocisto, para ser incluido no
grupo 3.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Ter menos de dois embrides congelados;

- Cancelamento da transferéncia;

- Transferéncia dificil (uso de pinga Pozzy, sangue no cateter, retorno do embrido);
- Presenca de embriGes re-congelado.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Averiguar se o efeito do periodo de cultivo embrionéario prolongado (18 a 24 horas apds a desvitrificacéo) e/ou
estendido até a formacao de blastocisto (36 a 48 horas) comparados ao curto (2 a 5 horas) apresenta impacto
nas taxas de implantagdo, de gravidez clinica, em curso e de nascidos vivos em ciclos de transferéncia de

embrides congelados/ descongelados, em estagio de clivagem.

OBJETIVOS SECUNDARIOS
- Comparar a influéncia do cultivo até o sexto dia do desenvolvimento embrionario nas taxas de
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formacéo de blastocisto a partir de embries em clivagem vitrificados/desvitrificados e de embrifes frescos;
- Estabelecer um critério morfoldgico de selegdo de embrides em clivagem vitrificados/desvitrificados com maior
potencial de formagdo de blastocisto e de implantacéo, expostos a um cultivo embrionario estendido apds desvitrificagdo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

O estudo nao traz riscos a saude da paciente, pois compara diferentes periodos de tempo de cultivo de
embrides descongelados antes da sua transferéncia. Como o nimero de embrides transferidos segue a
recomendacdo do Conselho Federal de Medicina, a participagdo do estudo ndo aumenta o risco de
gemelaridade.

BENEFICIOS

Esse trabalho podera contribuir com o futuro aumento das taxas de implantacdo, gestacdo e de nascidos
vivos, a partir da elaboracao de um critério bem definido de selecdo embrionéria ap6s o congelamento e
descongelamento, antes da transferéncia dos embrides.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego para comparar diferentes periodos de tempo de
cultivo de embrides descongelados antes da sua transferéncia. As pacientes serdo divididas em trés grupos:
» Grupo 1 (TEC 0): Pacientes que receberdo embries descongelados no mesmo dia da transferéncia;

* Grupo 2 (TEC 1): Pacientes que receberdo embries descongelados no dia anterior a transferéncia.

* Grupo 3 (TEC 5): Pacientes que receberdo embrides descongelados no estagio de clivagem e cultivados até o estagio
de blastocisto.

N&o haverd armazenamento de amostras em bancos. O financiamento é préprio.
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Considerac0es sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Vide item "Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequactes".

Recomendac0es:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Resposta ao Parecer Consubstanciado Conep n° 1.856.148 (Referente as Pendéncias 2.d e 4)
1. Quanto ao documento intitulado "PB_INFORMAGCOES BASICAS_DO_PROJETO_721854.pdf":

a) No item "cronograma de execu¢do", as datas indicadas sugerem que o inicio do estudo antecedeu a tramitacéo no
sistema CEP/Conep. Assim, solicita-se adequagdo do cronograma. Ademais, solicita-se a apresentacdo do
compromisso explicito do pesquisador de iniciar o estudo somente ap6s aprovacdo final do sistema CEP/ Conep. Além
disso, todas as etapas da pesquisa devem estar discriminadas no cronograma. RESPOSTA: O projeto e pesquisa sera
desenvolvido somente apenas aprovacdo pelo CEP/CONEP e registro em plataforma internacional de ensaios clinicos
(Clinical Trials). As datas indicadas no cronograma do projeto de pesquisa foram adequadas, conforme solicitado e a
adequacédo podera ser verificada nos seguintes itens: « Item Il — Sumario do projeto, terceiro paragrafo - Data prevista
para o inicio do projeto; ¢ Item I1.3. Descri¢do detalhada e ordenada do projeto de pesquisa (material ¢ métodos,
casuistica): primeiro paragrafo, décima linha; e sétimo paragrafo, tépico CRITERIOS DE INCLUSAO DOS
EMBRIOES E PERIODO DE ESTUDO, segundo paragrafo, primeira a quinta linhas; « Item 11.4. Plano de coleta e
andlise dos dados (itens 11.4.1. Etapas da pesquisa e 11.4.2. Cronograma) « Item I11.4. Descric¢do do plano de
recrutamento de individuos e os procedimentos a serem seguidos. Primeiro paréagrafo, terceira linha. * Gostaria de
ressaltar que me comprometo a iniciar o estudo somente apés a aprovagdo final do sistema CEP/Conep e registro no
Clinical Trials, conforme consta no item IV. Termo de Compromisso. ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

b) No item "ldentificacdo de Orcamento", o pesquisador relata que ndo havera custos. O Sistema CEP/Conep entende
que ndo ha estudos sem custo. Sempre havera necessidade de algum grau de investimento, ainda que minimo. Desta
forma, solicita-se adequacdo do orgamento.

RESPOSTA: A adequacéo do orcamento foi realizada no projeto de pesquisa, com a inclusdo do
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material que serd utilizado para impresséo e preenchimento dos termos de consentimento e sigilo, e, se
necessario, material extra aos que ja serdo utilizados no tratamento da paciente, conforme consta no item
I1.9. Orgamento financeiro detalhado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

c¢) Para o Sistema CEP/CONEP ndo existe pesquisa livre de risco. Sendo assim, solicita-se que sejam descritos 0s
possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participa¢do na pesquisa, podendo-se citar os riscos inerentes & manutengao
de sigilo e confidencialidade durante a coleta e uso dos dados (lItens 1. 22 e

IV. 3.b da Resolucdo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Foram descritos os possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participagdo na pesquisa,
referentes & manutencdo do sigilo e confidencialidade durante a coleta e uso de dados, como € possivel
identificar nos itens: « I1.5. Andlise critica dos possiveis riscos e beneficios, primeiro paragrafo; « I11.6. Descricdo
de quaisquer riscos, com avaliagdo de sua possibilidade e gravidade, primeiro paragrafo, linhas seis a quinze.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Quanto ao documento "ModifTCLEprojetoTEC.docx"":

a) Na pagina 1 de 2, Ié-se: "Serdo resguardadas as suas identidades e privacidade, sendo consideradas confidenciais todas
as informacGes pessoais de todas pacientes estudadas”. De acordo com a Resolu¢do CNS n° 466 de 2012, item IlI. 2.,
as pesquisas devem prever os procedimentos que assegurem a confidencialidade e a privacidade dos participantes de
pesquisa. Assim, solicita-se que sejam descritos no TCLE os procedimentos realizados para manter a privacidade do
participante de pesquisa.

RESPOSTA: o trecho a seguir foi incluido no terceiro paragrafo do TCLE: uma vez que serdo utilizados
cadigos numéricos para cada paciente e ndo havera divulgacao individual

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

b) Na pagina 1 de 2, 1é-se: "Vocés ndo terdo qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa e ndo receberdo
remuneracgao por sua participacdo". Solicita-se acrescentar ao TCLE que caso o participante tenha gastos decorrentes da
pesquisa, tais como alimentac&o e transporte, estes deverdo ser ressarcidos pelo pesquisador (Resolu¢cdo CNS n° 466 de
2012, item 11.21).

RESPOSTA: a frase solicitada foi inserida no final do ultimo paragrafo.
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ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

c) Segundo a Resolucdo CNS n° 466 de 2012, item I1V.3.b, o TCLE deve conter, obrigatoriamente, a descricdo dos
possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participacdo na pesquisa, além dos beneficios esperados dessa participagédo
e apresentacdo das providéncias e cautelas a serem empregadas para evitar e/ou reduzir efeitos e condi¢des adversas que
possam causar dano. E importante ressaltar que a mesma resolucéo define risco da pesquisa como "possibilidade de danos
a dimensao fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer pesquisa e dela
decorrente”. Diante do exposto, solicita-se acrescentar os itens supracitados no TCLE. RESPOSTA: foi inserido o
paragrafo: Os riscos decorrentes da participacdo na pesquisa sdo classificados como Risco Minimo, uma vez que serdo
coletados dados das pacientes, como nome, idade, causa de infertilidade entre outros pertinentes as questdes do estudo.
A fim de se minimizarem os riscos referentes a confidencialidade e sigilo dos dados, 0s pesquisadores responsaveis
deverdo assinar um termo de sigilo (Anexo 1V), garantindo assim, a ndo divulgacéo dos dados pessoais coletados sobre as
pacientes. Além disso, todos 0s nomes serdo omitidos e cada paciente recebera um codigo numérico da pesquisa, o qual
serd utilizado para toda anotacdo, tabulagdo e analise de dados.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

d) Segundo a Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item I1V.3, o TCLE devera conter esclarecimento sobre a forma de
acompanhamento e assisténcia a que terdo direito os participantes da pesquisa, inclusive considerando beneficios e
acompanhamentos posteriores ao encerramento e/ou a interrupcdo da pesquisa. Solicita-se acrescentar ao TCLE a garantia
de assisténcia aos participantes de pesquisa.

RESPOSTA: inserida a frase no final do ultimo paragrafo: Em caso de assisténcia necessaria, o pesquisador
podera ser contactado a qualquer momento.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. O pesquisador ndo esclarece a forma de acompanhamento e
assisténcia a que terdo direito os participantes da pesquisa.

RESPOSTA: Foi realizado o ajuste ao TCLE, por meio da inclusdo de um esclarecimento detalhado sobre a
forma de acompanhamento e assisténcia a que os participantes da pesquisa terdo direito, conforme descrito
abaixo:

Foi inserido o sexto paragrafo que descreve o seguinte: "Vocés terdo garantia de assisténcia, sendo que em
caso de duvidas ou qualquer tipo de problemas referentes a sua participagdo na
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pesquisa, 0 médico responsavel (Dr. Selmo Geber), a pesquisadora (Patricia Franga) ou os Comités de Etica
poderao ser contatados a qualquer momento, pelos telefones que constam ao final desse termo. A assisténcia
sera prestada via telefone, e-mail ou até mesmo com um retorno médico. Os pesquisadores acompanharao
0s participantes desde o inicio do tratamento de Reproducdo Assistida até os ultrassons posteriores ao
resultado do exame de gravidez (-HCG) e ao nascimento do bebé. O acompanhamento sera feito durante as
consultas médicas e rastreamentos ultassonogréficos, via telefone, e-mail ou outras formas de comunicagéo.
Posteriormente ao encerramento e/ou a interrupgdo da pesquisa, vocé podera ter acesso aos resultados da
mesma apoés a publicagdo do artigo cientifico e ser beneficiado em um proximo tratamento, caso haja, com a
escolha pela equipe pelo melhor tempo de cultivo dos seus embrides apés o descongelamento dos mesmos".
Além disso, foram incluidos os contatos telefénicos da pesquisadora Patricia Franca e do Conep, além de
mantidos os contatos do pesquisador responsavel Dr. Selmo Geber e do COEP/UFMG, ao final do termo.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Quanto ao documento intitulado "ProjetoTECFinal.docx":

a) Napagina 17 de 25, item "Desenho do Estudo”, I&-se: "A paciente, a embriologista responsavel pelo descongelamento
e 0 médico que fard a transferéncia, ndo saberdo se os embrides foram ou ndo descongelados e transferidos no mesmo
dia". Solicita-se esclarecer se o descongelamento e a transferéncia dos embrifes serdo realizados especialmente para a
coleta de dados da pesquisa.

RESPOSTA: Esclareco que o descongelamento e a transferéncia dos embrifes seréo realizados unicamente
em fungdo do tratamento da paciente, e apenas ap0s a indicacao para o devido tratamento havera a coleta
dos dados para a pesquisa, conforme se Ié no primeiro paragrafo do item "Desenho do Estudo”, nas linhas
dois a cinco, assim como nove a quatorze. Para melhor esclarecimento no projeto, no terceiro paragrafo do
item "11.3. Descricdo detalhada e ordenada do projeto de pesquisa (material e métodos, casuistica) " foi
acrescentado 0 seguinte trecho "Salienta-se que todos os procedimentos de
congelamento/descongelamento de embrides e transferéncia subsequente serdo realizados em fun¢éo e de
acordo com a necessidade do tratamento da paciente, e ndo em funcdo da pesquisa em questdo. Apenas 0s
dados referentes ao ciclo de TEC serdo utilizados para a pesquisa”.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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b) Solicita-se utilizar a Resolucdo atual do CNS, n° 466 de 2012, uma vez que no item 5 do projeto é citada a Resolucdo
CNS n° 196/96, que ndo esta mais em vigor. Solicita-se adequacao no Projeto Detalhado. RESPOSTA: Foi realizada a
adequacdo no item 5, Termo de Compromisso.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4- Na versdo do TCLE apresentada em 14 de novembro de 2016 foram retiradas informac6es obrigatérias que
constavam no TCLE original vers@o 18/07/2016, a saber: local de rubricas do participante da pesquisa (casal)
e do investigador; as informacdes referentes ao CEP local e CONEP. Solicita-se reinserir tais informacdes.
RESPOSTA: Foram reincluidas ao final da pagina do TCLE, as informac¢des obrigatdrias que constavam no
TCLE original, as quais sdo o local de rubricas do participante da pesquisa (casal) e do investigador, assim
como as informacdes referentes ao CEP local e CONEP, conforme descri¢cdo abaixo:

"Belo Horizonte, de de 20..

Assinatura do participante:

Assinatura do participante:

Assinatura do pesquisador:
Selmo Geber (tel: 34099764) CRM: 22188

Patricia Pinho de Franca (tel. 21026342) CRBIO: 93775/04-D

COEP/UFMG — Av. Antbnio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005 Campus Pampulha
Belo Horizonte, MG — Brasil - 31270-901 - Tel 34094592.

CONEP - SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Saude. Asa
Norte. Brasilia, Destrito Federal - 70750-521. Tel (61) 3315-5878".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Considerac6es Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicbes
definidas na Resolucdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovacéo do projeto de pesquisa proposto.

Situagéo: Protocolo aprovado.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO _P 04/04/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_721854.pdf 12:15:14
Outros cartarespostaaoparecermarco2017.doc | 04/04/2017 | Selmo Geber Aceito
12:13:25

TCLE/ Termos de | TCLEmodif2017.pdf 14/03/2017 | Selmo Geber Aceito

Assentimento / 17:51:06

Justificativa de

Auséncia

Outros termodesigilo.pdf 14/11/2016 | Selmo Geber Aceito
12:19:19

Projeto Detalhado / | PROJETOCONGELAMENTOMODAPO | 14/11/2016 | Selmo Geber Aceito

Brochura SPARECERCONEPOUT2016.pdf 12:18:32

Investigador

Outros cartarespostaaopareceroutubro2016.pdf| 14/11/2016 | Selmo Geber Aceito
12:13:15

Outros 56553416aprovacao.pdf 01/08/2016 | Telma Campos Aceito
18:08:44 | Medeiros Lorentz

Outros respostaCEPUFMG.docx 18/07/2016 | Selmo Geber Aceito
16:32:19

Projeto Detalhado / | ProjetoTECFinal.docx 18/07/2016 | Selmo Geber Aceito

Brochura 16:30:04

Investigador

TCLE / Termos de | ModifTCLEprojetoTEC.docx 18/07/2016 | Selmo Geber Aceito

Assentimento / 16:29:27

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folhaderostoTEC.pdf 30/05/2016 | Selmo Geber Aceito
18:09:09

Outros CartadeAnuencia.pdf 18/05/2016 | Selmo Geber Aceito
17:34:42

Outros ParecerCamaraDepartamental.pdf 18/05/2016 | Selmo Geber Aceito
17:33:15

Situacdo do Parecer:

Aprovado
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