Embriologia




Taxa de Climagem de embrides in vitro e seu impacto no peso dos recém
nascidos

Embryo in vitro Cleavage and its impact on neonates birth weight
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Unidade de Medicina da Reprodug@o. Centro Hospitalar Vila Nova de Gaia/Espinho, EPE.

Resumo

A avaliagdo da morfologia tem sido empregue desde hd muitos anos para determinar que embrides in
vitro tém maior potencial de gravidez. Os embrioes sdo avaliados de acordo com o niimero de células,
extensdo de fragmentagdo, presenga de granulosidades citoplasmdticas e vacuolos, assim como sime-
tria dos blastomeros.

Raros estudos relacionam dados neonatais com as caracteristicas dos embrides in vitro transferidos
num tratamento de fertilizagdo assistida.

O presente estudo analisou a hipotese dos embrioes com menor niimero de células ao terceirodia es-
tarem associados a recém-nascidos de menor peso.

Foram recolhidos dados de 128 gestagoes de feto vnico (237 semanas) para determinar o peso médio
dos recém-nascidos de acordo com o niimero médio de células dos embrioes transferidos ao terceiro
dia. Foram excluidos os ciclos com recurso a espermatozdides do testiculo e/ou criopreserados, as-
sim como gestagoes obtidas com embrides criopreservados.

Os dados obtidos permitiram verificar que o peso médio dos recém-nascidos aumenta com o nimero
médio de células: 2947,0g para embrioes com menos de 7 células (Grupo I; n=49); 3007,9¢ para em-
brides com 7 a 8 células (Grupo II; n=62) e 3147,0g para embrioes com mais de 8 células (Grupo
1I1; n=13). Esta correlagdo positiva ndo foi influenciada nem pelo sexo dos recém-nascidos, nem pela
técnica de inseminagdo.

A demonstragdo de casualidade é limitada devido ao facto de ser impossivel saber qual o embrido
transferido que implantou e originou o feto. Apesar do incompleto registo de alguns factores que in-
Sfluenciam o peso a nascenga, o nosso estudo sugere que o niimero médio de células dos embrioes ao
terceiro dia estd associado com o peso dosrecém-nascidos.
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Summary

Morphology evaluation has been used for many years to determine witch in vitro embryos have higher
potential to implant. Embryos are evaluated according to cells number, extension of fragmentation,
presence of citoplasmatic granulocity and vacuoles, as well as blastomers simetry.

Rare studies related birth outcomes with embryonic characteristics of in vitro embryos transferred on
an assisted fertilization treatment.

The present study analysed the hypothesis that embryos with a lower cells number on day 3 could be
associated with neonates of lower weight.

One hundred and twenty eight singleton births data (237 weeks) were analysed to assess mean birth
weight according to mean cell number in the transferred cohort at third day. Cycles with testicular
spermatozoa and/or cryopresered spermatozoa were excluded, as well as pregnancies obtained from
frozen embryos.

The analyse from data allowed to conclude that mean birth weight increased with increasing average
cell number: 2947,0g for embryos with fewer than 7 cells (Group I; n=49); 3007,9g to embryos with
7 to 8 cells (Group II; n=62) and 3147,0g (Group II1; n=13) for embryos with more than 8 cells. This
positive correlation was not influenced by neonates’ sex nor insemination technique.

Demonstration of causality is limited due to impossibility to know which embryo in the transferred
group implanted and grew into a fetus. Complete data were also lacking on some factors that influen-
ce birth weight, however, our data indicates that mean cell number on day three is positively associa-
ted with birth weight.

Key-words: Cleavage rate. Nenonates’ birth weight. Third day embryo transfer

INTRODUCAO

A introdugdo das técnicas de procriacao medica-
mente assistida (PMA) tornou-se o avango mais sig-
nificativo no tratamento da infertilidade, tanto mascu-
lina como feminina. Desde o relato da primeira
crianga concebida por fertilizac@o in vitro (FIV) (1),
mais de um milh@o de criancas foram assim concebi-
das (2). Em vérios paises estas criancas representam
ja 2-4% do total de criangas nacidas (3). Os registos
nacionais e internacionais apontam para um aumento
gradual das taxas de sucesso.

As técnicas de FIV e microinjec¢do intracitoplas-
matica (ICSI) permitiram a visualiza¢do do desenvol-
vimento morfoldgico dos embrides humanos previa-
mente a implantag@o. Varios autores sdo de opiniao
que, os embrides com um namero de células inferior
a seis ao terceiro dia, apresentam um desenvolvimen-
to anormalmente lento, enquanto que se este niimero
for superior a oito células, os embrides apresentam
um desenvolvimento anormalmente rapido (4-5).
Paralelamente, embrides com fragmentacdo (4-5)
e/ou blastomeros asimétricos (6-7) sdo considerados
como tendo uma morfologia anormal. Varios autores
demonstraram que embrides com baixa taxa de cliva-
gem, fragmentacao e assimetria apresentam baixas ta-
xas de implantacao (8-10).

Alguns estudos tém mostrado alguma preocu-
pacdo com o bem-estar das criancas concebidas por
técnicas de PMA devido a aumentos na incidéncia de
anomalias congénitas relativamente a grupos de con-
trolo de gravidez espontanea (11-14). Uma outra pre-
ocupacdo é o baixo peso a nascenca destas criangas,
mas hé poucos estudos que correlacionem a morfolo-
gia dos embrides e os dados neonatais. Por outro lado
Ebner et al. (15) estabeleceram uma correlagdo positi-
va entre o grau de fragmentacdo e a taxa de malfor-
magoes.

Neste estudo pretendeu-se avaliar a relacdo entre
caracteristicas morfologicas dos embrides e dados ne-
onatais, com particular interesse pela associacdo entre
a taxa de clivagem e o peso dos recém-nascidos.
Procurou verificar-se se embrides com progressao
mais lenta (medida pelo nlimero de células) podem
estar associados a criangas com menor peso a nas-
cenga.

MATERIAL E METODOS

O estudo envolveu 128 nascimentos de feto Ginico
de termo (idade gestacional (IG) igual ou superior a
37 semanas (provenientes de ciclos FIV/ICSI com es-
permatozoides do ejaculado colhidos a fresco e nos
quais as transferéncias foram realizadas com em-
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brides nao criopreservados ao terceiro dia (aproxima-
damente 72 horas ap0s a inseminagao).

Situagdes coma a gravidez miltipla e a presenca
de malformagdes congénitas, foram excluidas por po-
derem influenciar o peso dos recém-nascidos (RN).

A idade gestacional foi calculada do seguinte mo-
do: (data do parto - (data da punc@o folicular + 14)
(.Esta definicao ¢é equivalente a datacao efectuada pa-
ra a gravidez espontanea, na qual o Gltimo periodo
menstrual é usado, adicionando 14 dias (em média)
para calcular o tempo de gestacdo.

A avaliacdo morfolégica dos embrides teve em
consideracdo a morfologia dos proniicleos (segundo
os critérios de Scott e Smith (16)), presenca de pri-
meira divisdo as 24 horas, taxa de clivagem, fragmen-
tacdo, assimetria, multinucleagdo, granulosidades no
espaco peri-vitelino e aspecto da zona peltcida.

Para a transferéncia foram seleccionados os em-
brides com maior niimero de células, menor grau de
fragmentag@o, maior simetria entre os blastomeros e
auséncia de células multinucleadas.

O levantamento dos dados foi efectuado através
da consulta dos processos e contacto telefonico com
0s casais.

Foram estabelecidos trés grupos mediante o ni-
mero médio de células dos embrides transferidos:
Grupo I (embrides com menos de 7 células (n=49),
Grupo II (embrides com 7 a 8 células; n=62) e Grupo
IIT: (embrides com mais de 8 células; n=13), tendo si-
do calculado o peso médio dos RN em cada grupo.

A associagd@o entre o nimero de células e peso a
nascenca foi avaliada segundo teste t-Student.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta algumas caracteristicas da
populacdo em estudo, destacando-se a idade da mul-
her (31,7£3,8 anos), idade do homem (33,6+5,2 anos)
e duracdo da infertilidade (5,0+2,8 anos). Foram
transferidos em média 2,1+0,7 embrides com uma
média de 6,9+1,5 células. O peso médio dos RN foi
de 3004,0+607,3g, tendo nascido com uma IG média
de 39,0+1,1 semanas. A percentagem de criangas nas-
cidas do sexo masculino foi de 47,9.

Nuamero de células ao terceirodia

Quando se analisou a relag@o entre o peso médio a
nascenca em fun¢@o do niimero médio de células por
embrido transferido, observou-se uma correlagdo po-
sitiva com significado estatistico (P<0,05), uma vez
que no Grupo I o peso médio foi de 2947+6620g, no

Tabela 1
Caracteristicas e resultados globais da populagdo em estudo
(n=128)
idade média (+xSD) mulher (anos) 31,7+3,8
idade média (+SD) homem (anos) 33,6+5,2
duragdo média (+SD) infertilidade (anos) 5,0+2,8
n.° médio (xSD) ovdcitos colhidos 9,0+£5,5
n.° médio (£SD) ovdcitos inseminados 7,4+4.0
n.° médio (£SD) ovocitos fecundados 3,923
taxa de fecundacdo (%) 52,6
taxa de implantac@do (%) 51,9
n.° médio (£SD) embrides transferidos 2,1+0,7
peso médio (+SD) a nascenca (g) 3004,0+607,3
n.° médio (+SD) semanas a nascenca 39,0+1,1
n.° médio (+SD) células por
embrido transferido 6,9+1,5
RN do sexo masculino (%) 47,9

Grupo II foi de 3008+608,3g ¢ no Grupo III foi de
3147+424,7¢g (Figura 1).

Conforme se pode verificar na Tabela 2 nao houve
diferencas significativas entre os trés grupos relativa-
mente as caracteristicas globais, taxa de fecundagdo,
taxa de implantacdo, nimero de embrides transferi-
dos, IG e percentagem de RN do sexo masculino.

O ntimero médio de células por embrido transferi-
do foi de 5,3+0,9 para o Grupo I, 7,7+0,4 para o
Grupo I e 9,0+0,5 para o Grupo III (P<0,001).

Sexo

Analisando os resultados globais face ao sexo dos
RN, verificou-se que as criancas do sexo masculino
(representando 47,9% de todas as criangas) nasceram
com um peso médio de 3145,2+655,9g e uma IG de

3K

Figura 1
Distribuicdo do peso a nascenga (g) por niimero de células
ao terceiro dia.
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Tabela 2
Caracteristicas e resultados dos ciclos consoante o niimero de células

Grupo I Grupo II Grup III

idade média (xSD) mulher (anos) 31,6+3,7 32,0+4,0 30,2+3,8

idade média (xSD) homem (anos) 32,6+5,2 34,3+5,4 32,9+4.5

duragdo média (+SD) infertilidade (anos) 5,5+43,3 4,624 4,4+2.4

taxa de fecundacao (% 47,62 55,56 62,04

taxa de implantag@o (%) 45,55 56,78 53,57

n.° médio (£SD) embrides transferidos 2,3+0,7 1,9+0,6 2,240,5

peso médio (+SD) a nascenca (g) 2947,0+£662,0* 3007,9+608,3* 3147,0+424,7*

n.° médio (+SD) semanas a nascenca 38,1+£2.8 38,1+2.8 38,8+1,3

n.° médio (£SD) células por embrido transferido 5,3+0,9%* 7,720,4%% 9,0+0,5%%*

RN do sexo masculino (%) 53,1 40,8 50,0

*P<0,05

**P<0,001
38,1+2,9 semanas, enquanto as criangas do sexo fe- média de 7,2+1,4 células. Ao analisar a distribui¢ao
minino nasceram com um peso médio inferior do peso médio dos RN por sexo nos trés grupos veri-
(2943,2+552,5g) e uma IG superior (38,5+2,2 sema- fica-se a mesma correlacdo positiva nos dois sexos
nas) (Figura 2 e Tabela 3). (aumento de niimero de células-aumento de peso)

(Figura 3 e Tabela 4) tendo sido, no entanto, uma di-
ferenca mais acentuada nos RN do sexo masculino.

Técnica

Quando se analisaram os dados face a técnica utili-
zada verificou-se ndo haver diferencas significativas
entre o grupo da FIV (n=46) e ICSI (n=82) (Tabela 5).

DISCUSSAO

e ' g A anélise de 128 nascimentos de feto Ginico apods
Figura 2 PMA mostrou que o nimero médio de células dos

Distribui¢do do peso a nascenga (g) por sexo dos RN

3500
Tabela 3 M0
Resultados dos ciclos por sexo dos RN 3300
masculino feminino 3200
peso médio (xSD) a 3100
nascenga (g) 3145,24655,9 | 2943,2+552,5
n.° médio (£SD) células 00
por embrido transferido 7,0+1,5 7,2+1,4 2800
n.° médio (+SD 800
semanasa nascenga 38,129 38,5+£2,2
Os RN do sexo masculino resultaram de embrides Figura 3
transferidos com uma média de 7,0+1,5 células e os Distribuicdo do peso a nascenca (g) por mimero de células
do sexo feminino de embrides transferidos com uma e sexo dos RN
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Tabela 4
Resultados dos ciclos por sexo dos RN nos trés grupos

masculino

feminino

Grupo I
peso médio (+SD) a nascenca (g)

2893,5+895,3

2873,9+515,9

n.° médio (£SD) células por embrido transferido 5,4+0,9 5,5+1,0
n.° médio (+SD) semanas a nascenca 38,5+1,1 39,0+1,0
Grupo II

peso médio (+SD) a nascenca (g) 3270,5+382,9 2971,0+616,1
n.° médio (£SD) células por embrido transferido 7,7+0,4 7,7+0,4
n.° médio (+SD) semanas a nascenca 38,8+1,2 39,1+1,0

Grupo III
peso médio (+SD) a nascenca (g)

3464,4+455,3

2989,8+218,3

n.° médio (£SD) células por embrido transferido 9,0+0,6 9,1+0,5
n.° médio (+SD) semanas a nascenca 39,8+1,0 39,0+0,7
Tabela 5
Resultados dos ciclos consoante a técnica utilizada
FIV ICSI
n.° médio (xSD) embrides transferidos 2,1+0,6 2,1+0,7
n.° médio (£SD) células por embrido transferido 6,8+1,5 7,0+1,5

peso médio (+SD) a nascenca (g)

2959,6+667,0 3029,3+£573,2

n.° médio (+SD) semanas a nascenca

39,0+1,2 39,0+1,1

embrides transferidos ao terceiro dia estd significan-
temente associado com o peso a nascenca. Esta ob-
servacgdo & consistente com a hipdtese de que os em-
brides com taxas de clivagem mais lentas estdo
associados com o nascimento de criancas com menor
peso (17), mas ndo pareceu associada, nem ao sexo
dos RN (apesar dos rapazes terem nascido com peso
superior), nem a técnica de PMA utilizada.

Apesar de ndo parecer haver implicacdes clinicas
pelas diferengas de peso observadas neste estudo, a
existéncia desta associacdo pode reflectir diferengas
bioldgicas do desenvolvimento, que se podem mani-
festar mais tardiamente.

A associagdo entre a qualidade dos embrides com
os dados neonatais contou com a impossibilidade de
identificar,de um grupo de embrides transferidos, o
embrido que implantou e originou o feto.
Adicionalmente, uma vez que os embrides transferi-
dos num mesmo ciclo podem variar nas caracteristi-
cas morfoldgicas entre si, torna-se impossivel asso-
ciar as caracteristicas de um embrido em particular
com o peso a nascenga ou outros dados especificos.
Esta limitacdo é comum a varios estudos que exami-
nam os dados de gravidez das mulheres apds PMA, ja
que normalmente sdo transferidos mais embrides do
que aqueles que implantam. Para analisar o impacto

desta variavel, sera necessario efectuar um estudo
adicional incluindo apenas ciclos em que os embrides
transferidos ndo difiram no niimero de células nem na
morfologia, mas a situacao ideal seria analisar apenas
os ciclos onde houve a transferéncia de apenas um
embrido.

A anélise neste estudo controlou uma série de fac-
tores potencialmente influenciaveis nos resultados
ap6s PMA (incluindo idade materna, gestacoes Gnicas
de termo), mas ndo foi tida em conta a qualidade dos
embrides (fragmentagao, simetria entre os blastome-
ros aspecto zona peliicida, presenca de granulos no
espaco peri-vitelino). Em contrapartida o sexo dos
RN foi considerado, uma vez que varios estudos mos-
traram a tendéncia de haver um predominio de RN do
sexo masculino quando se transferem embrides com
taxa de clivagem superior no segundo dia (18-19),
enquanto outros estudos ndo apoiam a ideia de que
embrides masculinos se dividem mais rapidamente do
que os femeninos (20-22). No nosso estudo nao ob-
servamos qualquer correlagio entre o sexo RN e a ta-
xa de clivagem.

Um estudo de Lieberman et al. (17) sugere uma
influéncia da eclosdo assistida (EA), uma vez que,
quando esta era efectuada, deixava de se notar a asso-
ciacdo entre o nimero de células e o peso a nascenca,
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principalmente em embrides com menos de 7 células
(para embrides com um niimero de células superior a
EA n3o influenciava o peso das criancas). Estes da-
dos sugerem que embrides com taxa de clivagem in-
ferior podem representar um subgrupo para os quais
pode ser benéfico a EA.

O mecanismo pelo qual a EA afecta o desenvolvi-
mento do embrido e o subsequente desenvolvimento
fetal ndo é conhecido, e tanto quanto é do nosso con-
hecimento, nunca foi detectado. Em principio a EA ¢
vista como um meio de ultrapassar alguma anomalia
da zona pelticida que, de outra maneira, poderia com-
prometer a saida do embrido para implantar (23) mas
parecer também provocar mudancgas intrinsecas no
desenvolvimento de embrides com desenvolvimento
lento, resultando em RN com maior peso.

As observacdes apresentadas sugerem que a
criacdo de um buraco na zona pelacida pode alterar o
metabolismo do embrido e/ou facilitar as interac¢des
complexas do embrido com o endométrio durante o
processo de implantacdo.

No entanto, os nossos resultados sugerem que estas
alteracdes nao sdo influenciadas pelo orificio que é
criado aquando da ICSI, uma vez que o peso dos RN
originados por FIV ou ICSI ndo apresentou diferencas.

Uma outra situagao coloca-se perante os embrides
que sdo sujeitos a diagnostico genético pré-implan-
tacdo (DGPI). Tanto quanto temos conhecimento nao
h4 nenhum estudo que tenha analisado se a extrac¢ao
de 1-2 células a um embrido de 6 a 8 células ao ter-
ceiro dia, podera influenciar o peso dos RN. Outra
preocupacgdo associada ao DGPI prende-se com o re-
curso ao acido Tyrode/laser, uma vez que ha alguns
artigos que referem que poderdo ter algum efeito de-
letérico no desenvolvimento dos embrides. Neste es-
tudo a influéncia destes factores ndao se colocou, mas
fica a inteng@o de analisar posteriormente se poderdo
estar associados a dados neonatais desfavoraveis.

Uma limita¢ao deste estudo prendeu-se com a ine-
xisténcia do registo de habitos tabagicos das pacien-
tes, pelo que este factor ndo foi tido em consideragao
nesta anlise. Os estudos presentes na literatura sobre
a influéncia do tabaco na qualidade embrionéaria e no
sucesso da PMA sao contraditorios. No entanto, nao
acreditamos que diferencas no consumo de tabaco
possam explicar estes resultados. Adicionalmente,
nao foi possivel controlar complica¢des da gravidez
tais como hipertensdo gestacional, diabetes gestacio-
nal e outros factores predicativos de baixo peso dos
RN24-25. Apesar de ndo haver indicacdes de que es-
tas condicdes estejam associadas a alteracdes preco-
ces de crescimento celular, podem representar uma
das razdes porque os embrides progridem mais lenta-

mente durante o processo pré-implantac¢ao, resultando
em 0ltima andlise num peso baixo a nascenca. E ur-
gente haver mais investigacdo para examinar se estes
factores, que se sabem influenciar os resultados obs-
tétricos, podem ter interferido nas associagdes pre-
sentes neste estudo.

Em suma, os dados recolhidos neste estudo mos-
traram que a taxa de clivagem est4 positivamente co-
rrelacionada com o peso a nascenga, independente-
mente da técnica usada e do sexo do RN. Estas
observagdes sdo significantes porque sdo raras as de-
monstragdes de ligacdo entre os dados neonatais e as
caracteristicas embrionérias prévias a implantacao.
Simultaneamente, esta observacdo pode nao ser ex-
clusiva das criangas nascidas através de PMA, poden-
do aplicar-se a toda a populacdo, mas logicamente,
esses embrides estdo inacessiveis para observacao e
analise.

O mecanismo bioldgico sobrejacente a esta asso-
ciacdo é desconhecido. Os modelos animais mostram
que os embrides cultivados in vitro exibem padrdes
de expressdo génica diferente de embrides produzidos
in vivo. E igualmente desconhecido se a EA esta as-
sociada com alguma correc¢@o ou modificacdo da ex-
pressdo génica dos embrides com menor taxa de cli-
vagem.
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