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RESUMO

Introducdo: O congelamento de embrides € procedimento rotineiro nos tratamentos de
Reproducdo Humana Assistida. A principal vantagem da criopreservacdo de embrides €
aproveitar a estimulacdo hormonal e a punc¢do folicular nos ciclos subsequentes, permitindo
evitar intervencgdes repetidas.. Nestes casos, € necessario proceder apenas a transferéncia dos
embrides criopreservados num novo ciclo menstrual. A transferéncia de embrides
descongelados permite a utilizagdo dos embrides obtidos em ciclo de tratamento anterior e pode
ser realizada com embrides em estdgio de clivagem ou blastocisto. A vitrificagdo de embrides
provou ser alternativa mais eficaz do que o congelamento lento, ndo apenas por ser técnica
simples, com menor custo e mais rdpida, mas também por apresentar taxas de sobrevivéncia
mais altas e melhores resultados clinicos. O nimero de embrides congelados e o tempo em que
ficam criopreservados vém aumentando a cada dia. Embora a técnica de vitrificacdo seja
promissora, permanece controverso se o tempo de congelamento afeta viabilidade dos embrides
e a taxa de implantagdo e gravidez subsequente.

Objetivo: Avaliar o impacto do tempo de congelamento dos embrides apds a vitrificagdo nas
taxas de implantacgdo e taxas de gravidez clinica.

Métodos: Estudo retrospectivo multicéntrico em que foram avaliados prontudrios de 1568
mulheres submetidas a ciclos de transferéncia embriondria com odcitos autélogos, durante o
periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2019. As pacientes foram agrupadas em 4 grupos de
acordo com o tempo de congelamento, 0-90 dias (840 pacientes), 91-120 dias (308 pacientes),
121-360 dias (172 pacientes) e acima de 360 dias (248 pacientes). Em cada grupo foram feitas
subdivisdes por faixa etdria (até 35 anos, de 36-40 anos e acima de 41 anos) e estidgio de
congelamento e transferéncia de embrides: estagio de clivagem (D2 ou D3) e blastocisto (D5).
Resultados: Houve diferenca significativa entre o tempo em que os embrides permaneceram
congelados e nas taxas de gestacdo e implantacdo de acordo com idade da paciente e estagio do
embrido

Conclusao: Os resultados sugerem que o tempo de armazenamento prolongado dos embrides

afeta negativamente as taxas de gravidez e implantacao

Palavras-chave: vitrificacdo, transferéncia de embrido descongelado, tempo congelamento

embrido, técnicas de reproducio assistida.



ABSTRACT

Introduction: Embryo freezing is a routine procedure in Assisted Human Reproduction
treatments. The main advantage of embryo cryopreservation is that it minimizes hormonal
stimulation and follicular puncture in subsequent cycles. In these cases, it is only necessary to
transfer the cryopreserved embryos in a new menstrual cycle. Transfer of thawed embryos
allows the use of embryos obtained in a previous treatment cycle and can be performed with
embryos at the cleavage or blastocyst stage. Embryo vitrification has proven to be a more
effective alternative to slow freezing, not only because it is a simple, lower cost and faster
technique, but also because it has higher survival rates and better clinical outcomes. The number
of frozen embryos and the time they remain cryopreserved is increasing every day. Although
the vitrification technique is promising, it remains controversial whether the time of freezing
affects the viability of embryos and the rate of implantation and subsequent pregnancy.
Objective:: Evaluate the impact of embryo freezing time after vitrification on implantation
rates and clinical pregnancy rates.

Methods: A multicenter retrospective study in which medical records of 1568 women
undergoing embryo transfer cycles with autologous oocytes during the period from January
2015 to December 2019 were evaluated. Patients were grouped into 4 groups according to
freezing time, 0-90 days (840 patients), 91-120 days (308 patients), 121-360 days (172
patients), and above 360 days (248 patients). In each group, subdivisions were made by age
group (up to 35 years, 36-40 years, and over 41 years) and stage of freezing and embryo transfer:
cleavage stage (D2 or D3) and blastocyst (D5).

Results: There was a significant difference between the time the embryos remained frozen and
the pregnancy and implantation rates according to patient's age and embryo stage

Conclusion: The results suggest that prolonged storage time of embryos negatively affects

pregnancy and implantation rates

Keywords: vitrification, thawed embryo transfer, embryo freezing time, assisted reproduction

techniques.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Procedimento de vitrificacdo de embrides

Figura 2 - Procedimento de desvitrificacdo de embrides



LISTA DE GRAFICOS

Grifico 1 - Idade e estdgio de transferéncia embriondria com diferentes tempos de

armazenamento



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Classificacdo embrides estdgio de clivagem

Tabela 2 - Classificacdo embrides estdgio de blastocisto

Tabela 3 - Caracterizacdo da amostra geral e segundo ocorréncia de gravidez clinica
Tabela 4 - Fatores associados a ocorréncia de gravidez clinica avaliados por modelo de
regressao logistica bindria.

Tabela S - Fatores associados a ocorréncia de gravidez ap6s ciclo de transferéncia
embriondria

Tabela 6 - Medidas descritivas e comparativas entre as categorias para cada uma das

varidveis independentes de interesse.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

D2: Estdgio de desenvolvimento embriondrio- embrido em dia 2

D3: Estdgio de desenvolvimento embriondrio- embrido em dia 3

DS: Estagio de desenvolvimento embriondrio- embrido em dia 5 (blastocisto)
OMS: Organizagdao Mundial de Saide

RA: Reproducdo Humana

TRA: Técnicas de reproducao assistida

ITU: Inseminacio intrauterina

FIV: Fertilizacao in vitro

ICSI: Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides

CCO: Complexos cumulus ooforus/odcitos

PGT-A: Triagem genética pré-implantacional

REDLARA: Rede Latino-Americana de Reproducao Assistida
ESHRE: Sociedade Europeia de Reprodu¢do Humana e Embriologia
ASRM: American Society for Reproductive Medicine

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

SART: Society for Assisted Reproductive Technology

GnRH: Hormonio liberador de gonadotrofina

hCG: Gonadotrofina coridnica humana

MII: Odcitos em metafase II

ICM: Massa celular interna

TE: Trofectoderma

VI-1: Solucdo de equilibrio do meio de congelamento Ingamed

VI-2: Solucgdo de vitrificacdo do meio de congelamento Ingamed
DV-1: Solucdo de aquecimento do meio de descongelamento Ingamed
DV-2: Soluc¢ao diluente do meio de descongelamento Ingamed
DV-3: Solugdo de lavagem do meio de descongelamento Ingamed
0.R: Razdo de chances - Odds Ratio

IC: Intervalo de confianca



R NS W

INTRODUCAO
OBJETIVO
MATERIAIS E METODOS

3.1

3.2

3.3

34

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10 Estratificacao
3.11 Tamanho da amostra

3.12 Analise estatistica

RESULTADOS

4.1

4.2

DISCUSSAO
CONCLUSAO
REFERENCIAS
ANEXOS

8.1 Parecer consubstanciado do cep

SUMARIO

Critérios de inclusdo

Critérios de exclusdo

Estimulacio ovariana e puncio folicular

ICSI e cultivo embrionario

Vitrificacao

Desvitrificacao

Preparo do endométrio

Transferéncia de embrioes

Confirmacao de gravidez

Fatores associados a ocorréncia de gravidez clinica

Fatores associados a taxa de implantacao

..14

19
20
20

20

21

22

.23

25

26

27

27

27

28

28

30

31

32

35
38

.39

43
43



14

1 INTRODUCAO

A infertilidade € definida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como falha na
obtencdo de gravidez apds doze meses ou mais em casais com relagdes sexuais regulares sem
protecao (ICD-11, 2022). Apés os 35 anos de idade, a propedé€utica para infertilidade deve ser
realizada se, apds seis meses, o casal ndo conseguir engravidar. As estimativas sugerem que
aproximadamente 48 milhdes de casais e 186 milhdes de pessoas apresentam infertilidade em
todo o mundo (ICD-11, 2022). A infertilidade pode ser classificada como primaria, quando o
casal nunca conseguiu gestar, e secundaria, se pelo menos uma pessoa do casal ja alcancou
gravidez anteriormente. Esta distingdo é fundamental para a correta avali¢do, diagndstico e
indicacdo do tratamento de Reproducdo Assistida (RA) (MASCARENHAS et al., 2012).

A infertilidade pode ser causada por fatores masculinos e/ou femininos.
Aproximadamente 40% das causas sdo de origem feminina, 40% masculina, 10% sao fatores
associados e em 10% nao se identifica a causa (infertilidade sem causa aparente) (AGARWAL,
2015; VANDER BORGHT, 2018). Os tratamentos de infertilidade estdo se tornando cada vez
mais comuns e disponiveis para a populacdo em geral. As opg¢Oes terap€uticas para a
infertilidade podem envolver o uso de medicamentos, cirurgias e tratamentos pelas técnicas de
reproducdo assistida (TRA) (AGARWAL, 2015). As TRA podem ser divididas em baixa e alta
complexidade. As técnicas de baixa complexidade sdo coito programando e inseminacdo
intrauterina (IIU) e as de alta complexidade incluem fertilizagdo in vitro (FIV) e injecao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) (ESHRE, 2009).

A fertilizacdo in vitro representa um dos maiores avancos no tratamento de infertilidade
conjugal. Desde o nascimento do primeiro bebé de proveta, em 1978, todas as etapas envolvidas
nos protocolos de FIV foram aprimoradas, tornando-se cada vez mais eficazes e efetivos. Suas
principais indicagdes sdo: obstrucdo tubdria, disfungdo ovulatdria, fator masculino, falhas de
tratamentos anteriores e idade materna avancada. (GIANAROLI et al., 2012). O objetivo da
FIV é mimetizar o processo de fertilizacdo natural, através do contato dos complexos cumulus
ooforus/odcitos (CCO) com aproximadamente 40.000 espermatozoides, previamente
selecionados, que progridem e penetram ativamente a zona pelucida (NIEDERBERGER ez al.,
2018).

Em 1992, foi descrita a técnica de injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides

(ICSI), indicada inicialmente no tratamento de casais com fator masculino grave ou
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azoospérmicos que necessitavam de extracao testicular ou epididimdria. A técnica permite a
introducdo de um tnico espermatozoide no citoplasma do odcito através da perfuracio da zona
pelicida por meio de uma micropipeta acoplada a um microscépio invertido. Este procedimento
ultrapassa as etapas naturais da fertilizacdo, como capacitagdo de espermatozoides, reacao
acrossOmica e a capacidade de penetrar odcitos (NIEDERBERGER et al., 2018). A partir das
técnicas de FIV e ICSI é possivel, entdo, acompanhar o desenvolvimento dos embrides e
identificar aqueles que apresentam maior potencial de implantacdo e gravidez.

Como resultado dos intimeros avancos no campo da reproducao assistida, incluindo
melhorias nos protocolos de estimulacdo hormonal e de cultura embriondria, tornou-se comum
a obtencdo de muitos embrides de boa qualidade, disponiveis para transferéncia. Assim, fez-se
necessdrio o desenvolvimento de técnicas de congelamento de embrides que permitissem 0
aproveitamento dos embrides excedentes. Consequentemente, a criopreservagdo eficiente de
gametas e embrides tornou-se parte significativa do tratamento de reproducdo assistida.
(GOSDEN, et al., 2011, NIEDERBERGER., et al 2018).

Atualmente, o congelamento de embrides permite que os tratamentos de reproducao
assistida sejam realizados com maior seguranca e eficidcia. O congelamento eletivo dos
embrides de boa qualidade e a transferéncia embriondria em ciclos subsequentes vem
aumentando progressivamente nos dltimos anos (GOSDEN., et al., 2011; ROQUE, et al.,
2019).

O congelamento de embrides constitui importante op¢ao em casos de desenvolvimento
inadequado do endométrio, assincronia do ciclo da doadora de o6citos com sua receptora, risco
de sindrome de hiperestimulo ovariano e em casos de elevacdo precoce dos niveis de
progesterona. Em alguns casos, como por exemplo quando ha hiperestimulo ovariano, pode ser
necessario a criopreservacao de todos os embrides adiando a transferéncia (freeze-all). Também
€ indicado para preservacdo da fertilidade e quando ha indicagdo de andlise genética dos
embrides (PGT-A — triagem genética pré-implantacional) (COLODETTI et al., 2020; ROQUE
etal.,2019; SCHOOLCRAFT et al., 2011).

Outra vantagem do congelamento € evitar nova estimulagdo hormonal e nova pun¢do
ovariana. Nesses casos, € necessdrio proceder apenas a transferéncia dos embrides
descongelados em um novo ciclo menstrual (NIEDERBERGER et al 2018, SCHOOLCRAFT
etal.,2011; UENO et al, 2018).

A partir do relato da primeira gravidez, proveniente da transferéncia de embrido
criopreservado, diversas técnicas foram descritas (TROUNSON E MOHR, 1983). Atualmente,

diferentes tipos e concentracdes de crioprotetores tem sido utilizado, assim como, diferentes
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protocolos de congelamento e descongelamento. Os dois métodos mais utilizados na
criopreservacdo de embrides sdo o congelamento lento e a vitrificagdo (EDGAR E GOOK,
2012, MUKAIDA et al., 2003).

O congelamento lento é a abordagem mais tradicional, que envolve uma diminui¢io
gradual e programada da temperatura, utilizando baixa concentracdo de crioprotetores,
permitindo a desidratacdo celular adequada e minimizando a formagado de gelo intracelular. No
entanto, este € um método que demanda muito tempo e apresenta custo elevado (EDGAR E
GOOK, 2012, KATTERA E CHEN, 2006).

Atualmente, a técnica mais utilizada € a vitrificacdo, justamente por ser uma técnica
mais rdpida, ndo necessitar de equipamentos especificos, sofisticados e apresentar melhores
taxas de sobrevivéncia do embrido e melhores taxas de implantagdo e gravidez (COLODETTI
et al., 2020, EDGAR E GOOK, 2012). A vitrificagdo baseia-se na solidifica¢do das células em
uma estrutura ndo cristalina, semelhante a vidro (estado vitreo) evitando assim a formacao de
cristais de gelo intracelular e extracelular, que € a principal causa de baixa sobrevivéncia do
embrido. A técnica utiliza meios com concentracdes elevadas de crioprotetores que permitem a
desidratacao celular e resfriamento extremamente rapidos (MUKAIDA et al., 2003, WONG et
al.,2014). Desde 1992, em que a técnica de vitrificacdo se mostrou eficiente por Kuwayama et
al, os diferentes protocolos variam dependendo do tipo, concentracio e volume de
crioprotetores, tempo de resfriamento e descongelamento, tempo de exposicdo e sistema de
vitrificacdo (fechado ou aberto) (KATTERA E CHEN, 2006, KUWAYAMA et al, 2005,
NIEDERBERGER et al., 2018, VAIJTA et al., 2015).

No processo de vitrificacdo, os embrides selecionados sdo colocados em gotas de
crioprotetor, sequencialmente, em concentracdo crescente para substituicao das moléculas de
agua. O tempo em cada gota €, também, sequencialmente reduzido para evitar os efeitos toxicos
de altas concentracdes de crioprotetores. Em seguida, os embrides sdo transferidos para a haste
de vitrificacdo que €, imediatamente, submersa em nitrogénio liquido (COBO et al., 2010,
KATTERA E CHEN, 2006, KUWAYAMA et al, 2005).

O numero de ciclos de transferéncia de embrides congelados e descongelados vem
aumentando com o passar dos anos. De acordo com a Rede Latino-Americana de Reproducao
Assistida (REDLARA), em 2022, a partir de dados coletados de 188 centros, de 15 paises
diferentes, em 2017 observamos um aumento de 20,8% de nimero de ciclos, quando
comparados com o ano anterior (ZEGERS-HOCHSCHILD et al., 2018).

Segundo a Sociedade Europeia de Reprodugdo Humana e Embriologia (ESHRE), em

2016, com dados de 1347 clinicas de 40 paises diferentes da Europa, o nimero de tratamentos
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com transferéncia de embrides descongelados, aumentou significativamente entre o ano de
2015 e 2016. Evidenciando também que a proporcdo entre ciclos de descongelamentos e
tratamentos frescos estdo em crescente aumento (44,1% em 2016, 40,3% em 2015 e 37,8% em
2014) (ESHRE, 2020).

Em 2020 foi publicado um relatério pelos American Society for Reproductive Medicine
(ASRM), Centers for Disease Control and Prevention (CDC) e Society for Assisted
Reproductive Technology (SART) com dados do ano de 2018 de 456 clinicas dos Estados
Unidos em que expdem o crescente niimero de transferéncias de embrides descongelados, sendo
muito superior (16.050 casos) do que as transferéncias de embrides frescos de dvulos fresco
(2.288 casos) e de embrides frescos de odcitos congelados (3.231 casos) (CDC, 2021).

Li et al. (2020), fizeram estudo retrospectivo de 24.698 com dados de primeira
transferéncia de embrides descongelados que foram divididos em quatro categorias de acordo
com o tempo de armazenamento dos embrides (0-3 meses, 3-6 meses, 6-12 meses e 12-24
meses) e observaram que a chance de gravidez bioquimica, gravidez clinica e nascido vivo
diminuiu significativamente com o aumento do tempo de congelamento dos embrides, enquanto
arelacdo entre aborto espontaneo, gravidez ectdpica e tempo de armazenamento nao atingiram
significancia estatistica. Também ndo observaram diferencas nos resultados neonatais adversos
(nascimento prematuro, baixo peso ao nascer, alto peso ao nascer, macrossomia ou defeitos
congénitos).

Em seu estudo, Ueno et al., (2018), avaliaram ciclos de transferéncia de blastocisto
descongelados e ndo evidenciaram diferencas de peso ao nascer ou taxas de malformacdes
congénitas entre os embrides descongelados e transferidos no tempo de 0-2 meses, 2-13 meses
e 13-97 meses. Esse achado € corroborado pelo estudo de Wirleitner ef al., 2013 que também
nao encontrou diferenca sobre resultados neonatais e malformagdes congénitas. Além disso,
esse mesmo grupo ndo encontrou efeito negativo sobre as taxas de sobrevivéncia, implantacao
e nascimentos nas diferentes duracdes de armazenamento de embrides.

Matorras et al (2021) realizaram uma metandlise que incluiu 12 estudos em que
avaliaram a influéncia do intervalo do congelamento de embrides até sua transferéncia. Foram
analisados 18.127 ciclos e concluiram que o atraso sistematico da transferéncia de embrido
descongelado, ndo oferece beneficios em relacdo aos resultados de transferéncia de embrides
transferidos imediatamente, podendo inclusive diminuir as taxas de gravidez clinica e aumentar

os danos psicoldgicos do casal em tratamento por prolongar a data da transferéncia.
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Embora a técnica de vitrificacdo j4 esteja consolidada, permanece controverso se o
tempo que o embrido permanece congelado afeta sua viabilidade e as taxas de implantacdo e

gravidez.
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2 OBJETIVO
Avaliar se existe impacto do tempo de armazenamento dos embrides, apos a vitrificagao,

nas taxas de implantagdo e gravidez clinica.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo, multicéntrico, em que foram analisados dados de
prontudrios de pacientes que tiveram embrides descongelados e transferidos de janeiro de 2015
a dezembro de 2019 em trés centros privados de tratamento de reprodugdo assistida no Brasil:
Clinica ORIGEN BH, Clinica ORIGEN RIO e Clinica ART BH.

O estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CAAE:
39343920.8.0000.5149).

3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas 1.568 mulheres submetidas ao primeiro ciclo de transferéncia
embriondria de embrides descongelados com odcitos proprios (autélogos) em estagio de
blastocisto (dia 05) ou clivagem (dia 02 e 03).

Como critério de inclusdo compreenderam:

e Pacientes acima de 18 anos;
e Pacientes que tiveram embrides congelados pela técnica de vitrificacdo com
sistema aberto.

O sistema aberto consiste no procedimento de criopreservagdo em que a amostra tem

contato direto com o nitrogénio liquido em um ripida submersdo e posteriormente

fechado com uma tampa plastica ndo selado.
e Pacientes que descongelaram e transferiram no mesmo dia.
Cada mulher foi incluida apenas uma vez no estudo, sem transferéncia anterior

prévia, a fresco ou descongelado.

3.2 Critérios de exclusao
Foram excluidos do estudo:

e Pacientes que ndo tiveram embrides vidveis disponiveis para transferéncia apds
descongelamento (pacientes que os embrides ndo sobreviveram ao
descongelamento);

e Pacientes tiveram embrides avaliados geneticamente (PGT — triagem genética

pré-implantacional);
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e Pacientes que tiveram embrides e/ou odcitos doados;

e Pacientes que utilizaram ttero de substitui¢do, que apresentavam fator
masculino grave (< 1 milhdo/ml);

e Pacientes que transferiram embrides revitrificados e pacientes que os embrides
ficaram em cultivo prolongado apés o descongelamento (embrides
descongelados em dia 02 e transferidos em dia 03, embrides descongelados em
dia 02 e transferidos em dia 05 e embrides descongelados em dia 03 e
transferidos em dia 05);

e Pacientes que fizeram mais de uma transferéncia embriondria de embrides
descongelados

e Pacientes que haviam realizado transferéncia anterior de embrides a fresco .

3.3 Estimulacio ovariana e puncao folicular

A estimulagdo ovariana e puncdo folicular foram semelhantes nos trés centros e
seguiram o protocolo de agonista ou antagonista do GnRH. No protocolo de antagonista do
GnRH as pacientes receberam gonadotrofinas recombinantes (Gonal F, Merck Serono Brasil
ou Pergoveris, Merck Serono Brasil), iniciadas no segundo ou terceiro dia do ciclo menstrual,
com doses adequadas de acordo com a idade e resposta ovariana individual, variando de 75 a
450 UI por dia. Quando os foliculos atingiram um didmetro de 14 mm, foi administrado o
antagonista de GnRH (Cetrodite, Merck Serono Brasil) para bloqueio hipofisario até o
momento da indu¢do da maturagio oocitdria.

No protocolo de agonista do GnRH, o bloqueio foi realizado com Acetato de
Leuprorrelina (Lupron, Novertis Brasil), 40 mcg, duas vezes ao dia, a partir do segundo ou
terceiro dia do ciclo menstrual em associacdo as gonadotrofinas. A maturacdo oocitéria foi
induzida com gonadotrofina coridnica humana recombinante (hCG, Ovidrel Merck Serona
Brasil) quando pelo menos dois foliculos atingiram 17 mm de didmetro médio.

As pacientes foram submetidas a puncdo folicular, por via vaginal, guiada por

ultrassonografia, apos 34 a 36 horas do uso do hCG, sob anestesia endovenosa.
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34 ICSI e cultivo embrionario

Ap6s a pungdo, o liquido folicular foi enviado para laboratério para a identificacdo da
massa de ciimulos oophorus e posteriormente dos odcitos. A avaliacdo da maturidade oocitaria
foi realizada duas horas depois e o0s odcitos que estavam em estdgio de metafase II (MII), foram
inseminados pela técnica de ICSI. O sémen foi preparado por meio de gradiente descontinuo
(Cook, Australia).

A confirmacao da fertilizacdo foi realizada através da identificacao da presencga de dois
prondcleos, 18-20 horas apds a ICSI. Em seguida, os embrides foram avaliados no segundo,
terceiro e/ou quinto dia de desenvolvimento para classificagdo morfolégica e posterior
transferéncia dos embrides ao ttero e/ou congelamento dos excedentes. Os embrides mantidos
até o dia 3 foram cultivados em meio de cultura Cleavage (Cook, Austrilia) e aqueles mantidos
do dia 3 até o dia 5 foram cultivados em meio de cultura Blastocyst (Cook, Austrdlia). O cultivo
foi realizado em incubadoras (Thermo Scientifc, EUA) a 37°C em 6% de CO?2.

Os embrides em estigio de clivagem (Dia 2 e 3) foram classificados de acordo com o
modelo descrito por Veeck, et al., (1999). Embrides de grau I e II foram classificados como de
boa qualidade (Tabela 1) e criopreservados por vitrificacdo ou mantidos em cultivo, para
posterior congelamento, até o estdgio de blastocisto quando foram classificados com o modelo
descrito por Gardner e Schoolcraft (1999). Os blastocistos de boa qualidade (AA, AB, BA e
BB) foram vitrificados (Tabela 2).

Tabela 1 - Classificacdo embrides estagio de clivagem

Classificacao Descricao

Grau 1 Embrido com blastdmeros iguais, sem fragmentagdo citoplasmatica
Grau 2 Embrido com blastomeros iguais, < 15 % fragmentagdo citoplasmatica
Grau 3 Embrido com blastdmeros desiguais, fragmentagdes variadas

Grau 4 Embrido com blastdmeros de tamanhos iguais ou desiguais e > 20% de

fragmentagao citoplasmética
Grau 5 Embrido com poucos blastomeros > 50% de fragmentacao citoplasmatica

Fonte: Veeck, et al (1999)
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Tabela 2 - Classificacdo embrides estagio de blastocisto

Tamanho e expansao

Classificacao Descricio

1 Blastocisto inicial: blastocele tem menos da metade do volume do embrido
2 Blastocisto: a blastocele é maior ou igual a metade do volume do embrido
3 Blastocisto completo: a blastocele preenche completamento o embrido

4 Blastocisto expandido: o volume da blastocele é maior do que o do embrido

inicial e a zona peldcida estd diminuindo

5 Blastocisto Hatching: o trofectoderma comegou a herniar através da zona
pelicida

6 Blastocisto hatched blastocisto: o blastocisto saiu completamente da zona
peldcida

ICM (massa celular interna)

Classificacao Descricio
A Muito agrupado e muitas células
B Pouco agrupado e muitas células
C Poucas células
Trofectoderma (TE)
A Muitas células formando um epitélio fortemente entrelacado
B Poucas células
C Poucas células formando um epitélio solto

Fonte: Gardner e Schoolcraft (1999)

3.5 Vitrificacido

O procedimento de vitrificagdo foi realizado com um kit de vitrificagdo comercial
(Ingamed, Brasil) contendo etilenoglicol, dimetilsulf6xido, sacarose, suplemento proteico e
meio de cultivo tamponado. O kit € composto por solu¢do de equilibrio (VI-1) e solucao de
vitrificagcdo (VI-2). Foi preparada uma placa 60mm (Oosafe, Dinamarca) contendo duas gotas
de 20ul do meio tamponado Gamete (Cook, Australia) e cinco gotas de 20ul do meio de
vitrificacdo VI-1, distribuidas da seguinte forma: duas gotas préximas a segunda gota do meio
Gamete (Cook, Australia), formando os vértices de um tridngulo equildtero. As outras trés gotas
de VI-1 foram distribuidas distantemente das primeiras gotas (gotas 3, 4,5). Foi preparada uma
outra placa, 60mm (Oosafe, Dinamarca), em temperatura ambiente, com 3 gotas de 20 ul do

meio VI-2.
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Os embrides selecionados para a vitrificacdo, foram lavados na primeira gota de meio
tamponado e transferidos, com o minimo de meio possivel, para o canto da segunda gota.. Apds,
juntou-se a gota VI-1 a gota do meio tamponado com o embrido e mantidos por 3 minutos.
Ap6s esse tempo, a segunda gota de VI-1 foi agrupada com as duas gotas previamente juntas e
mantidos por mais 3 minutos. Apds esse tempo, os embrides foram transferidospara a gota 3 de
VI-1 onde foram homogeneizados e em seguida transferido para gota 4 de VI-I para nova
homogeneizagdo, apds foram transferidos para a gota 5 até total reidratacdo. Para embrides em
estdgio de clivagem (dia 02 e 03) foram deixados de 12 a 15 minutos e para embrides em estagio
de blastocisto de 15 a 18 minutos

Apds o tempo de reidratacdo, os embrides foram aspirados da gota 5 de VI-1 e
homogeneizados vdrias vezes em diferentes pontos da primeira gota de VI-2, o mesmo
procedimento foi realizado retirando os embrides da primeira gota e passando para a segunda e
depois da mesma maneira, passando da segunda para terceira gota de VI-2, sem deixar os
embrides parados no meio. Esse processo foi realizado em 60 segundos.

ApOs, os embrides foram transferidos para a haste de vitrificacdo com sistema aberto,
com volume minimo de meio, sendo aspirado o excesso de meio. Imediatamente, a haste foi

mergulhada no nitrogénio liquido e colocada a tampa de protecdo (Figura 1).

Figura 1 - Procedimento de vitrificacdo de embrides

N

Meio Gamete Meio VI-2

Meio VI-1

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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3.6  Desvitrificacao

Para o processo de descongelamento de embrides vitrificados foi utilizado o kit de
degelo (Ingamed, Brasil) contendo sacarose, meio de cultivo tamponado e suplemento proteico,
de acordo com o protocolo do fabricante. O kit € composto por solu¢do de aquecimento (DV-
I), solucdo diluente (DV-II) e solu¢do de lavagem (DV-III). Em uma placa de dois
compartimentos, um interno e um externo (Oosafe, Dinamarca), foi colocado, no
compartimento interno 0,8mL da solucdo DV-1 e deixado na incubadora a 37°C por 60 minutos.
Em uma placa de quatro pogos, foi adicionada 0,5mL de DV-2 no primeiro poco e 0,5mL de
DV-3 nos segundo e terceiro poco da mesma placa. Para manter os meios com temperatura
estdvel, foi adicionado 0,5 ml de 6leo de parafina (Irvine, EUA) sobre as gotas de DV-2 e DV-

3. A placa foi mantida em temperatura ambiente durante todo o procedimento.

A placa de DV-1 foi retirada da incubadora e mantida sob placa aquecida a 37°C sob a
lupa. A ponta da haste de criopreservacdo, contento o/os embrides selecionados para
descongelamento, foi imediatamente submergida na solu¢do DV-1, fazendo leves movimentos
para que o embrido soltasse da haste. O embrido foi mantido nessa solu¢do durante um minuto,

homogeneizando a placa com aproximadamente 30 segundos.

Ap0s, o embrido foi transportado, com o minimo de meio DV-1, para a o meio DV-2,
fazendo-se um halo de mistura de meio no centro da placa, os embrides. Os embrides foram

deixados nessa solugdo por 3 minutos, a temperatura ambiente.

Em seguida, os embrides foramcolocados no de cultivo do segundo poco contendo meio
DV-3 e onde foram deixados por 5 minutos. Em seguida, foram transferidos para o outro pogo
com DV-3 e deixados por mais 5 minutos. Ao término dos cinco minutos (total de 14 minutos),
os embrides foram transferidos para uma placa de cultivo, preparada no dia anterior, com meio
de cultivo tamponado, para embrides em estagio de clivagem contendo meio Cleavage (Cook,
Australia) ou para embrides em estdgio de blastocisto contando meio Blastocyst (Cook,

Austrélia) (Figura 2).

Os embrides foram reavaliados e mantidos em incubadora a 37°C com 6% de CO?2 até
o momento da transferéncia. O mesmo protocolo de vitrificacdo e descongelamento foi

utilizado durante todo o todo o periodo de estudo.
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Figura 2 - Procedimento de desvitrificagdo de embrides

AN

Meio DV-2
Meio DV-1
Meio DV-3

Meio de cultivo

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

3.7 Preparo do endométrio

O preparo endometrial para a transferéncia dos embrides desvitrificados foi realizado
com ciclo natural ou artificial. O ciclo natural foi indicado para pacientes com ciclos menstruais
regulares. A monitorizacdo foi realizada por ultrassonografia em dias alternados, a partir do
segundo dia do ciclo menstrual, até€ que um foliculo alcangasse 17 mm de didmetro e endométrio
apresentasse espessura maior que 7 mm. A ovulag@o foi induzida com hCG recombinante
(Ovidrel — Merck, Brasil) e foi utilizada progesterona por via vaginal para suporte de fase litea
(Utrogestan, Besins, Brasil) 100mg de 8 em 8 horas ou Crinone, Merck, Brasil) 8% uma vez ao
dia) até a décima semana de gravidez. A progesterona era iniciada 36 horas ap6s o uso do hCG.

O ciclo artificial foi indicado para pacientes que apresentava ciclos menstruais
irregulares, sendo submetidas a bloqueio hipofisdrio com administracdo de leuprorelina 3,75
mg (Lectrum, Sandoz, Brasil subcutanea no segundo ou vigésimo primeiro dia do ciclo. O
bloqueio foi confirmado através de ultrassonografia vaginal e dosagem dos niveis séricos de
estradiol. Quando o endométrio apresentava espessura menor que Smm € 0s niveis séricos de
estradiol estavam abaixo de 50 mcg/ml, as pacientes foram consideradas aptas a iniciar o uso
do estrogénio. Foi utilizado o valerato de estradiol (Primogyna, Bayer, Brasil) na dose de 2mg
ao dia, do primeiro ao quinto dia; 4mg ao dia, do sexto ao décimo dia; e 6mg a partir do decimo

primeiro dia. Quando o endométrio apresentava mais de 7 mm de espessura e o estradiol
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revelava niveis séricos superiores a 150 pg/ml, as pacientes foram orientadas a iniciar o uso da

progesterona por via vaginal.

3.8 Transferéncia de embrioes

Os embrides foram transferidos com a utilizagdo do cateter Sidney (Cook, Austrélia) em
gota de 50 uL de meio de acordo com o cultivo, Cleavage ou Blastocyst (Cook, Austrélia), e
com uso de seringa de ImL. A transferéncia de embrides foi realizada com a paciente em
posicao de litotomia, com uso espéculo para visualiza¢ao do colo uterino e limpeza da cavidade
vaginal. O cateter de transferéncia foi inserido através do orificio externo do colo até o ter¢o
superior da cavidade endometrial, onde os embrides foram gentilmente depositados, por pressao
do émbolo da seringa acoplada. O procedimento foi guiado por ultrassonografia e a medicagdo
mantida até o dia da realizacdo do teste de gravidez, em caso de confirmacdo de gravidez, a

progesterona foi mantida até pelo menos o 3° més de gestacao.

3.9 Confirmacio de gravidez

Foi considerado gravidez apés dosagem do B-hCG sérico, com valores superiores a 25
mUI/mL, nos dias 9, 11, ou 12 dias ap6s a transferéncia embriondria de acordo com o estdgio
embriondrio na data da transferéncia (dia 05, dia 03 ou dia 02, respectivamente), valores entre
5 e 25 mUI/mL foi indicado a repeticdo apds 1 semana. A gravidez clinica foi confirmada
através da realizacdo de ultrassonografia vaginal até a visualiza¢do de pelo menos um saco

gestacional e presenca de batimento cardiaco embriondrio.

3.10 Estratificacao

As pacientes foram alocadas em 4 grupos de acordo com o tempo de congelamento:

. 0 a 90 dias de congelamento antes da transferéncia embriondria;
. 91 a 120 dias de congelamento antes da transferéncia embrionaria;
. 121 a 360 dias de congelamento antes da transferéncia embriondria;

. Acima de 360 dias de congelamento antes da transferéncia embriondria.
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Em cada grupo, foram feitas subdivisdes de acordo com a faixa etdria (até 35 anos, de
36-40 anos e acima de 41 anos) e estdgio de desenvolvimento embriondrio: clivagem (D2 ou
D3) ou blastocisto (D5).

A taxa de implantacdo foi calculada pelo nimero de sacos gestacionais dividido pelo

nimero de embrides transferidos, para cada paciente.

3.11 Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado para se testar a diferenca do tempo de
armazenamento dos embrides entre 0s casos em que ocorreram ou ndo gravidez clinica.
Considerando o teste de Wilcoxon Mann-Whitney, nivel de significncia de 5%, poder minimo
de 80% e tamanho de efeito minimo de 0,2, seriam necessdrias pelo menos 412 mulheres que
engravidaram e 412 mulheres que nio engravidaram. O cdlculo foi feito com o auxilio do

programa G*Power 3.1.9.4.

3.12 Analise estatistica

Para a andlise da influéncia do tempo de congelamento sobre a taxa de gravidez foi
utilizado o modelo de regressao logistica bindria univariada e para avaliar a relacdo com idade
e fase de transferéncia dos embrides, foi utilizada o modelo de regressdo logistica binaria
multipla, com a intensdo de identificar quais a(s) varidvel(eis) influenciam de forma conjunta,
na ocorréncia de gravidez.

Ja para a anélise do tempo de congelamento sobre a taxa de implantacdo e sua relacao
com as varidveis idade e fase de transferéncia embrionéria foi utilizada o modelo de regressao
linear multipla.

As varidveis qualitativas foram representadas por frequéncias, e as quantitativas por
média + desvio-padrao (mediana) A avaliacdo da normalidade das varidveis quantitativas foi
feita por meio do teste de Shapiro-Wilk.

Para avaliagdo da associacdo entre varidveis qualitativas foi utilizado o teste Qui-
quadrado. A comparacgdo de varidveis quantitativas entre dois grupos foi realizada pelo teste de

Wilcoxon Mann-Whiney.
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Os resultados foram apresentados como odds ratio (OR) e respectivos intervalos de
confianca de 95% (IC 95%). A qualidade do ajuste foi avaliada pelo teste de Hosmer-
Lemeshow.

Todos os resultados foram considerados significativos para uma probabilidade de

significancia inferior a 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 1.568 mulheres submetidas ao primeiro ciclo de
transferéncia embriondria de embrides descongelados (sem transferéncia anterior prévia), com
odcitos autdlogos, que tiveram embrides congelados pela técnica de vitrificacdo, com sistema
aberto, entre janeiro de 2015 e dezembro de 2019 em trés centros privados de tratamento de
reproducdo assistida no Brasil. As pacientes foram agrupadas de acordo com o tempo de
armazenamento, grupo 1 (0-90 dias: 840 pacientes), grupo 2 (91-180 dias: 308 pacientes), grupo
3 (181-360 dias: 172 pacientes) e grupo 4 (acima de 360 dias: 248 pacientes).

Dentre as pacientes, 757 tinham menos de 35 anos de idade, 573 pacientes tinham entre
36 e 40 anos e 238 havia mais de 41 anos. E das transferéncias, 1.022 foram realizadas em
estdgio de clivagem e 546 em estdgio de blastocisto. 612 (39,0%) engravidaram. O nimero
médio de embrides transferidos foi 1,96 + 0,71

A estratificacdo de pacientes por tempo de armazenamento, idade e estagio de

transferéncia pode ser avaliada no gréfico 1.

Grifico 1 — Idade e estagio de transferéncia embriondria com diferentes tempos de armazenamento

> 41 anos blastocisto

> 41 anos clivagem

36-40 anos blastocisto ||| | | NN

36-40 anos clivagem

<35 anos - blastocisto

<35 anos - clivagem |

0 100 200 300 400 500

B 0-90 dias m91-180 dias 181-360 dias >360 dias

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A tabela 3 mostra a caracterizagdo das pacientes submetidas a ciclos de transferéncia

embriondria com odcitos autologos.
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Tabela 3 - Caracterizacdo da amostra geral e segundo ocorréncia de gravidez clinica.

GRAVIDEZ
Variavel Toda a amostra Sim Nao p-valor
(n=1.568) (n=612) (n=956)
n (%) n (%) n (%)
FAIXA ETARIA 0,0042
<35 anos 757 (48,3) 324 (52,9) 433 (45,3)
De 36 a 40 anos 573 (36,5) 213 (34,8) 360 (37,7)
> 41 anos 238 (15,2) 75 (12,3) 163 (17,1)
FASE DE TRANSFERENCIA DOS EMBRIOES <0,001°
Clivagem 1.022 (65,2) 350 (57,2) 672 (70,3)
Blastocisto 546 (34,8) 262 (42,8) 284 (29,7)
TEMPO DE CONGELAMENTO 0,007°
0 a 90 dias 844 (53,8) 362 (59,2) 482 (50,4)
91 a 180 dias 304 (194) 103 (16,8) 201 (21,0)
181 a 360 dias 172 (11,0) 64 (10,5) 108 (11,3)
> 360 dias 248 (15,8) 83 (13,6) 165 (17,3)
N° embrioes 1,96 £ 0,71 [2,00] | 2,11 0,75 [2,00] 1,87 £ 0,66 [2,00] <0,001%

transferidos
Q teste Qui-quadrado, V teste de Wilcoxon Mann-Whitney.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.1 Fatores associados a ocorréncia de gravidez clinica

Os embrides com tempo de congelamento entre 91 a 180 dias apresentaram
menores tqaxas de gravidez clinica quandp comparados aqueles congelados com menos de 90
dias (OR 0,668, IC 95% 0,500; 0,888).

Maiores nimeros de embrides transferidos associaram-se a maior chance de gravidez
(OR 2,737, 1C 95% 2,273; 3,313).

As mulheres com faixa etdria de 36 a 40 anos e aquelas com mais de 41 anos
apresentaram menores taxasde gravidez clinica comparadas aquelas com até de 35 anos (OR
0,563, IC 95% 0,438; 0,721 para aquelas de 36 a 40 anos e OR 0,319, IC 95% 0,218; 0,462 para
as mulheres com mais de 41 anos).

Os embrides transferidos na fase de clivagem apresentaram menores taxas de gravidez
clinica em comparacdo com embrides transferidos em fase de blastocisto (OR 0,381, IC 95%
0,298; 0,485).

O modelo ficou bem ajustado, conforme mostra o p-valor do teste de Hosmer-Lemeshow >

0,05 (Tabela 4).
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Tabela 4 - Fatores associados & ocorréncia de gravidez clinica avaliados por modelo de regressio

logistica bindria.

Variavel OR (IC 95% OR) P-valor
FAIXA ETARIA
<35 anos 1,000 -
De 36 a 40 anos 0,563 (0,438; 0,721) <0,001
> 41 anos 0,319 (0,218; 0,462) <0,001
FASE DE TRANSFERENCIA DOS EMBRIOES
Clivagem 0,381 (0,298; 0,485) <0,001
Blastocisto 1,000 -

TEMPO DE CONGELAMENTO

0 a 90 dias 1,000 -
91 a 180 dias 0,668 (0,500, 0,888) 0,006
181 a 360 dias 0,836 (0,581; 1,195) 0,329
> 360 dias 0,759 (0,550, 1,041) 0,089
N° embrioes transferidos 2,737 (2,273; 3,313) <0,001

P-valor HL = 0,134
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.2 Fatores associados a taxa de implantacao

A Tabela 5 mostra os fatores associados a ocorréncia as pacientes que engravidaram e
haviam sido submetidas a ciclos de transferéncia embriondria em relacdo a faixa etdria, fase de
transferéncia dos embrides e tempo de congelamento.

Os resultados da anélise logistica bindria univariada, com o objetivo principal de avaliar
a relacdo da varidvel desfecho taxa de implantacdo com cada uma das suas possiveis varidveis
independentes sdo mostrados na Tabela 6.

O grupo de pacientes que teve embrides implantados com até 90 dias de congelamento
apresentou, em média, taxa de implantacdo significativamente maior do que os grupos de
pacientes que tiveram embrides implantados com 181 a 360 dias e com mais de 360 dias de
congelamento. Além disso, o grupo de pacientes que teve embrides implantados de 91 a 180
dias de congelamento apresentou, em média, taxa de implantacio significativamente maior do
que o grupo de pacientes que tiveram embrides implantados com mais de 360 dias de
congelamento. Ressalta-se que nenhuma outra diferenca entre as faixas de tempo de

congelamento apresentou diferenca significativa nas médias da taxa de implantagao.



Tabela 5 — Fatores associados a ocorréncia de gravidez apds ciclo de transferéncia embriondria

Variavel
TAXA DE IMPLANTACAO (%)
Média + d.p
1.C. da média (95%)
Mediana (Q; — Q3)
Minimo - Maximo

FAIXA ETARIA
<35 anos
De 36 a 40 anos
> 41 anos
TOTAL

FASE DE TRANSFERENCIA DOS EMBRIOES
Clivagem
Blastocisto
TOTAL

TEMPO DE CONGELAMENTO
0 a 90 dias
91 a 180 dias
181 a 360 dias
> 360 dias
TOTAL

BASE DE DADOS: 612 pacientes
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

n

324

213
75

612

350
262
612

362
103
64
&3
612

Frequéncia
%

58,6 + 24,2
(56,1; 60,0)
50,0 (50,0 — 66,7)
25,0 - 100,0

52,9
34,8
12,3

100,0

57,2
42,8
100,0

59,1
16,8
10,5
13,6

100,0

33

Avaliando-se os resultados, pode-se afirmar que existe diferenca estaticamente

significativa (p < 0,05) entre as faixas de idade das pacientes quanto a taxa de implantacdo (%),

onde, em média, as pacientes com até 35 anos apresentam taxas de implantagdo

significativamente maiores do que as pacientes das demais faixas etdrias avaliadas e, além

disso, as pacientes com idade de 36 e 40 anos apresentaram taxas de implantacdo

significativamente maiores do que as pacientes com mais de 40 anos.

No que se refere a fase do embrido ao ser implantado, o resultado mostra que o grupo

de pacientes que tiveram embrides implantados na fase blastocisto apresentou, em média, taxa

de implantacao significativamente (p < 0,05) maior do que nas pacientes que tiveram embrides

implantados na fase clivagem.
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Tabela 6 - Medidas descritivas e comparativas entre as categorias para cada uma das varidveis independentes de

interesse.
Medidas descritivas
Variaveis n Média + d.p. p
FAIXA ETARIA
<35 anos (1) 324 64,4 + 227 < 0,001
De 36 a 40 anos (2) 213 55,5+ 25,5 1>2>3
> 41 anos (3) 75 38,2+11,9
FASE DO EMBRIAO
Clivagem (1) 350 48,5+ 17,3 <0,001*
Blastocisto (2) 262 70,9 +£26,2 1<2
TEMPO DE CONGELAMENTO
0 a 90 dias (1) 362 61,6 +249 < 0,001
91 a 180 dias (2) 103 56,4 +22.7 1>2,3¢e4
181 a 360 dias (3) 64 52,2 +227 2>4
> 360 dias (4) 83 49,0 + 20,6

BASE DE DADOS: 612 pacientes (somente pacientes que engravidaram)
NOTA: p = Probabilidade de significincia da Andlise de Variancia com 1 fator.
* - Probabilidade de significincia do teste t de student para amostras independentes.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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5 DISCUSSAO

Nossa pesquisa demonstrou a partir de um estudo multicéntrico, com dados de 1568 que
a taxa de gravidez e a taxa de implantacdo sdo superiores quando os embrides sdo transferidos
com até 90 dias apds congelamento pela técnica de vitrificacdio quando comparadas a
transferéncia embriondria de embrides desvitrificados apds 91-180 dias, 181-360 dias e acima
de 360 dias.

Em relacdo a taxa de implantagdo também foi possivel observar através do estudo que
os embrides transferidos apds 91-180 dias de congelamento, apresentaram taxa de implantagao
superior aos transferidos apds 360 dias. Sugerindo que quanto menor o tempo de congelamento
¢ melhor para implantacdo embrionaria.

Os dados da nossa pesquisa corroboram o estudo de Li et al., (2020), que utilizou dados
retrospectivos de 24.698 pacientes submetidas a ciclo de transferéncia de embrides congelados
pela estratégia de freeze all para analisar os efeitos do tempo de armazenamento apds a
vitrificacdo na taxa de gravidez e nos desfechos neonatais em mulheres O estudo demostrou
que as taxas de gravidez e implantacdo diminuiram com a duracdo prolongada de
armazenamento. Nesse, descreveram também que ndo foram observadas diferencas
significativas nas caracteristicas neonatais como idade gestacional, peso ao nascer, parto
prematuro, baixo peso ao nascer, alto peso ao nascer, macrossomia e defeitos congénitos.

Os resultados na nossa pesquisa também vao de acordo com a metandlise de Matorras
et al., (2020) que analisaram 12 publicagdes que atenderam aos critérios de inclusao, totalizando
17.948 transferéncias de embrides congelados e concluiram que a taxa de gravidez clinica e a
taxa de gravidez bioquimica foram ligeiramente mais altas no grupo de transferéncia imediata
quando comparadas com o aumento no tempo de armazenamento,. Nao observaram diferencas
estatistica sobre as taxas de implantacgao.

Os resultados sdo contrarios ao estudo de Wirleitner et al., (2013) que ndo demostrou
diferenga nas taxas de gravidez clinica ap6s transferéncia de blastocistos vitrificados em relagao
ao tempo de armazenamento apds tempo prolongados de armazenamento, no entanto eles s
avaliaram embrides em estagio de blastocisto € com um numero de transferéncia baixo de 603
pacientes.

O estudo de Liu et al (2015) analisou 867 ciclos de descongelamento e observaram que
o tempo de armazenamento nao teve um efeito significativo na sobrevivéncia, taxa de dano dos
blastdmeros, taxa de implantacdo, taxa de gravides, peso Unico ao nascer e taxa de nascidos

vivos para embrides congelados em estagios de clivagem, O estudo Ueno et al., (2018) analisou



36

8.736 ciclos de transferéncia de blastocistos autélogos e também demostrou que a duragdo da
criopreservacao pela técnica de vitrificacdo de blastocistos ndo afetou negativamente a taxa de
gravidez e aos resultados neonatais. No entanto, neste estudo, a inclusdo foi limitada a pacientes
de 35 a 39 anos, em um tnico centro, com diagndstico de infertilidade tubdria e falha de ciclos
de transferéncia anteriores.

A diminuicdo da taxa de gravidez e implantacio com o aumento do tempo de
armazenamento pode ser explicado por alguns fatores como: (1) perturbacdo dos processos
bioenergéticos das células levando a danos nas mitocondrias; (2) interferéncia na integridade
genOmica através dos processos dinamicos do congelamento e descongelamento envolvendo
diversos fatores fisicos e quimicos como alteragdes da pressdo osmoética e hidrostatica,
alteracoes de pH, alteracdes de conteudo intracelular e alteracdes constantes da temperatura
(ALBERTINI E OLSEN, 2013); e, (3) aumento na fragmentacio do DNAm pela presenca de
radicais livres e efeitos toxicos relacionados aos crioprotetores (HOSSEINI ez al., 2009).

Nosso estudo demonstrou que a idade da paciente no momento do congelamento
mostrou ser um fator importante para a gravidez e implantac@o. As pacientes com até 35 anos
no momento do congelamento apresentaram maior taxa de gravidez quando comparadas as
pacientes de 36-40 anos e de pacientes acima de 41 anos. Resultado semelhante foi observado
em relacdo a taxa de implantacdo. O estudo de Cimadomo et al., (2018) investigou a influéncia
da idade materna no momento do congelamento de odcitos e embrides. Os resultados
destacaram que a idade materna avancada estd associada a uma diminuicdo na qualidade
oocitdria e na taxa de implantagdo, resultando em taxas de gravidez mais baixas.

O estudo de Teruya et al., (2006), analisou dados de 789 pacientes, com idades entre 23
e 49 anos, submetidas a 2.355 ciclos de hiperestimulag@o ovariana controlada para transferéncia
embrionaria apds FIV durante o periodo de estudo de 15 anos e concluiram que a taxa de
gravidez em ciclos de transferéncia embriondria realizados entre 23 e 46 anos caiu
significativamente com o avango da idade das pacientes e um declinio mais rdpido foi
observado apds 35 anos de idade.

A metanalise de Cil et al., (2013) analisou 10 estudos incluindo 2.265 ciclos de
congelamento de odcitos de 1.805 pacientes e concluiu que as taxas de sucesso de nascidos
vivos diminuiram com a idade, independentemente da técnica de congelamento.

Nosso estudo também demostrou que fase de transferéncia dos embrides é um fator
importante, indicando que embrides descongelados e transferidos em fase de blastocisto
apresentam maiores taxas de gravidez e implantacdo quando comparadas com embrides

transferidos em fase de clivagem.
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Nossos dados sdo corroborados pelo estudo prospectivo de Ferniandez-Shaw et al.,
(2015) que demostrou que a transferéncia de blastocistos parece melhorar as taxas de gravidez
clinica em comparacdo com as transferéncias em estdgio de clivagem, sendo que uma melhora
mais significativa € observada em pacientes com 35 anos ou mais. A metandlise de Zeng et al.,
(2018) ao analisar oito estudos com mais de 6.590 ciclos concluiu que a transferéncia de
blastocisto teve uma taxa de implantacdo mais alta do que as transferéncias de embrides em
estdgio de clivagem mas n@o houve diferenca significativa na taxa de gravidez clinica.

A revisdo sistematica e metanalise de Martins et al., (2017), ao analisar 12 estudos nédo
demostrou superioridade do blastocisto em compara¢do com a transferéncia de embrides em
estdgio de clivagem na prética clinica em relacdo a gravidez clinica, gravidez cumulativa e
aborto espontianeo. Apesar do uso rotineiro e generalizado da criopreservagdo de embrides na
pratica clinica, ha poucos estudos com foco diretamente no DNA ou na integridade
cromossOmica apds o congelamento e descongelamento de embrides, possivelmente como
resultado de restri¢des éticas especificas do embrido e necessidade clinica.

Sdo necessarios mais estudos para entender as possiveis causas da redugdo nas taxas de
gravidez e implantacao apds prolongado tempo de armazenamento e os efeitos do congelamento
sobre os embrides descongelados,

A principal limitacdo do nosso estudo foi o fato de termos utilizado uma abordagem
retrospectiva na coleta e andlise dos dados. Também € importante destacar como limitacao do
nosso estudo o fato de termos avaliado a taxa de gravidez em evoluc@o e ndo a taxa de nascidos
vivos. Embora a taxa de nascidos vivos seja amplamente utilizada como indicador de sucesso
em reproducdo humana assistida, a taxa de gravidez em evolucao é frequentemente adotada
como medida alternativa.

Como pontos fortes do nosso estudo podemos citar a quantidade significativa de
pacientes e também que as praticas clinicas e laboratoriais ndo modificaram substancialmente
e entre as clinicas incluidas no estudo. Também como ponto forte tivemos critérios de inclusdes
e exclusdes rigorosos, em que conseguimos excluir vises, eliminando as pacientes que nao se

adequavam a pesquisa
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6 CONCLUSAO

A partir dos dados observados, € possivel concluir que o tempo de armazenamento
prolongado dos embrides afeta negativamente as taxas de implantacdo e gravidez.
No entanto, mais estudos com desenhos diferentes sdo necessarios para confirmacao dos

resultados aqui apresentados.
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vivos, pois permitiu transferéncias multiplas de embrides com excesso de embrides congelados a partir de
um Unico ciclo de estimulagao ovarica, diminuiu o risco de sindrome de hiperestimulacdo ovarica (OHSS),
atrasando a transferéncia embrionaria e minimizou a taxa de gravidez mdltipla em pacientes sem a
necessidade de transferéncia de multiplos embrides simultaneamente. Além disso, pode ser usado em
pacientes que nao sao indicadas para transferéncia de embriées e na preservacao da fertilidade de
pacientes com cancer ou reserva ovariana diminuida relacionada a algumas doencas ginecoldgicas ou
envelhecimento.A vitrificagdo de embrides provou ser uma alternativa mais eficaz do que o congelamento
lento, ndo apenas por ser uma técnica simples, barata e rapida, mas também por apresentar taxas de
sobrevivéncia mais altas e melhores resultados clinicos. Consequentemente, o nimero e o tempo de
armazenamento de embrides criopreservados aumentaram gradualmente. No entanto, a vitrificagdo também
suscita preocupagdo com os potenciais efeitos tdéxicos do procedimento relacionados a exposicao a
concentracdes mais altas de crioprotetores e a contaminagao potencial por contato com nitrogénio liquido.
Se a vitrificacdo afeta a viabilidade embrionéaria e o potencial subsequente de implantacdo ainda é
controverso

Objetivo da Pesquisa:

Hipotese:

Tempo de armazenamento ap0s a vitrificagao na viabilidade embrionaria interfere nas taxas de implantacao
e taxas de gravidez clinica.

Objetivo Primario:

Avaliar o impacto do tempo de armazenamento apéds a vitrificagdo na viabilidade embrionaria, nas taxas de
implantacao e taxas de gravidez clinica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Por nao se interferir nas condutas terapéuticas, mas sim proceder avaliacdes de prontuarios, o risco é de
acesso indevido as informagdes

Beneficios:

Os possiveis beneficios serdo um maior entendimento sobre o processo de congelamento que podera
mudar a conduta de futuros tratamentos.
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante na saude reprodutiva.

A dispensa do TCLE foi cedida pelo CEP por se analisar dados de forma agrupada e anonimizada com os
dados coletados (faixa etaria, tempo de congelamento e transferéncia de embridées), ndo havendo estudo do
histérico clinico do paciente individualizado.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
1) Folha de rosto preenchida e assinada.
2) Aprovacgao da Camara Departamental da GOB.

)
)
3) Cartas de Anuéncia da Clinicas ART e Origen, participantes
4)Projeto completo

)

5)TCUD para prontuarios

Este CEP informa que o simples fato de ser um projeto retrospectivo por si sé ndo caracteriza dispensa
automatica de TCLE. Neste protocolo especifico, também se considerou que o risco de contactar os
pacientes para obtengédo do consentimento do TCLE poderia ser maior (por revisitar memarias das emocoes
da experiéncia — dano emocional), ja que ndo vai se tratar do histérico clinico individualizado do paciente.

Recomendacoes:

Sugere-se a constituicdo da formacéo de banco de dados anonimizados, e submeter ao CEP-CONEP para
aprovagao.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Aprova-se o projeto.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislacao vigente (Resolugcdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteracao do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagéo relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apos a

aprovacao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/10/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1607776.pdf 08:33:12
Outros RespostasasDiligenciasCOEPUFMGTe | 20/10/2020 |Selmo Geber Aceito
mpoDecongelamento.pdf 08:32:52
Outros TCUDTempoDecongelamento.pdf 20/10/2020 |Selmo Geber Aceito
08:31:16
Outros ParecerDepartamentoProjetoTempoDec| 06/09/2020 |Selmo Geber Aceito
ongelamento.pdf 21:39:54
Outros CArtaDeAnuenciaProjetoTempoDecong | 06/09/2020 |Selmo Geber Aceito
elamento2.pdf 21:38:50
Declaragéo de CartaDeAnuenciaProjetoTempoDecongel 06/09/2020 |Selmo Geber Aceito
concordancia lamento.pdf 21:37:31
Projeto Detalhado / | ProjetoTempoDeCongelamento.pdf 06/09/2020 |Selmo Geber Aceito
Brochura 21:36:29
Investigador
Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinadaDiretorProjetoTe | 06/09/2020 |Selmo Geber Aceito
mpoDecongelamento.pdf 21:35:07

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Sim

Endereco:

Bairro: Unidade Administrativa Il
Municipio:
(31)3409-4592

UF: MG
Telefone:

BELO HORIZONTE, 10 de Dezembro de 2020

Assinado potr:

Crissia Carem Paiva Fontainha

(Coordenador(a))

Av. Presidente Anténio Carlos,6627 2° Ad Sl 2005

CEP: 31.270-901
BELO HORIZONTE

E-mail:

coep@prpq.ufmg.br
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