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Time-lapse monitoring: an adjunct tool for selecting
embryos for preimplantation genetic testing

Daniela Paes de Almeida Ferreira Braga, Amanda Setti, Patricia Guilherme,
Livia Ingrins, Assumpto laconelli Jr., Edson Borges Jr.
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Kupka, et al., H repro. 2014,

Técnicas de avaliacao da
morfologia do embrides

Selecdo do embrido mais
viavel

A avaliacao do status
genetico de embrides
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Embora eficiente e clinicamente relevante, a natureza Leaver et al., H Repro. update. 2020.
Gardner et al., H Repro. update. 2015

invasiva do PGT limita seu sucesso Castell6 et al., Basic sci of repro med. 2016.
Harper et al., H Repro. 2014.

BIOPSIA DE BIOSPJA DE BIOPSIA DE
CORPUSCULO POLAR BLASTOMERO TROFOECTODERMA
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Equipamento e
treinamento de pessoal
e biopsia ndo aceita
em diversos paises

Biopsia nao e
totalmente
livre de riscos




Palini et al., RBMOnLine. 2020.
Stigliani et al., H Reprod. 2020
Desafios associados a natureza

Invasiva da biopsia: estudos
buscam a avaliagao nao
invasiva do DNA embrionario

DNA em meios de cultura e no fluido da blastocele instigou
pesquisadores a investigarem novas ferramentas para a
possibilidade de um PGT n&o invasivo
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A correlacao entre o desenvolvimento embrionario e disturbios cromossomicos nao
€ um conceito novo em embriologia
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em observacoes estaticas
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A identificacao de eventos morfocinéticos afetados pela ploidia embrionaria

pode representar uma ferramenta poderosa na reproducao assistida,

melhorando a selecao do embriao com maior potencial de implantagao sem

os efeitos prejudiciais da biopsia embrionaria
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EMBRYOSCOPE
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embryo

' ‘ ’ ‘ ‘ . ‘ ' A O e ‘
~ ; % ‘-'_ 3 ! ' J’ : k
] < \4 \
".-"., . L e ‘.‘.,\ ¥ . o
~ - — n

DAY 4 - morula DAYS 5 and 6 - blastocyst
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INTRODUGAOVY
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METODOS

CONSIDERAGOES



Margo/2019- Embrides cultivados
|
aso conirole Dezembro/2020 >> em STL até D5

316 pacientes 957
submetidas ao ciclo embrides
ICSI com PGT-A
I
I I I
Euploides Mosaicos Aneuploides
PGT-A
Resultado do PG (n = 352) (n=22) (n = 583)

® = FERTILITY

Tempo de
variaveis
morfoc.

KID-Score
D5

Incidéncias de
multinucleacao




Q1 Q2
Kid-Score: <3,9 Kid-Score: 4 -5,6

Q3 Q4
Kid-Score: 5,7 - 7,5 Kid-Score: =7.6
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' EOC realizado com FSH, bloqueio hipofisario com agonista do GnRH e
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trigger com hGG

Apos a coleta, os oocitos foram incubados, denudados e
avaliados quando ao grau maturagao nuclear

Os odcitos que liberaram o primeiro corpusculo polar foram injetados
(Palermo et al., 1992)

Embrides cultivados até o quinto dia



Determinagao da ploidia por

Bidpsia do trofoefctoderma no D5 ?S%use)nciamento de ultima geracao

Genoma Analise dos dados
I —_— i b
Fragmentagdo do DNA !
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CETQB oo? Hibridizacao coleta dos dados
Sequenciamento
Amplificagao o ® @9 @
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11 planos A cada 10
focais minutos

Eegeases
R FERTILITY

MEDICAL GROUP

Pontuacao de
dados de

implantacao
conhecida
(KID Score) dia 5
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352 (36,8%) 583 (60,9%)
euploides aneuploides

22 (2,3%)
MoSsaicos

Caracteristicas gerais dos pacientes e resultados laboratoriais do ciclo ICSI (n = 316 ciclos, 957 embri6es)

Média Desvio padréao

|dade maternal (anos) 38,3 3,4
|dade paterna (anos) 40,2 55

Alfa Folitropina (IU 2615,7 799,2
RS Delta FoIitroppina((pg;) 152,8 34,7
Estradiol (pg/mL) 21279 2104,2
Foliculos (n) 13,1 8,6
Odcitos recuperados (n) 10,0 7,1
Taxa de recuperacao (%) 76,8 17,0
Odcitos maduros (n) 1,7 5,9
Taxa de odcitos maduros (%) 774 19,2
Taxa de fertilizagdo (%) 7,7 19,0
Taxa de formag&o de blastocistos (%) 53,6 314




Resultados da comparacao de dados morfocinéticos de embrides euploides, aneuploides e mosaicos

Dados Euploides (n=352) Aneuploides (n=583) Mosaicos (n=22)

Média + EP Média+EP B 95%Cl  MédiatEP B  95%IC
tPNa (hrs.)  6.15+0.16 6.55¢0.12  0.394 0.001-0.787 6.75£0.63 0595 -0.685-1.876
{PNf (hrs)  22.500.1572 24.01£0.16° 0.997 0.48-151  24.81£0.792> | 1.867 0.251-3.482
2 (hrs.) 04.99+0.0° 26.8£0.172> | 12 0.69-1.80  27.23+0.8620| 168 -0.70-3.41
{3 (hrs.) 36.14+0.02 38.08+0.20° 114 047-1.80  39.42+1.0220 247  0.40-4.54
t4 (hrs.) 37.25+0.22° 39.524021° | 155 0.85-2.24  39.75+1.0720 | 1.78  -0.39-3.9
t5 (hrs.) 49.86+0.41 5053£0.31 076 -025-179 51.07+¢1.58 | 1.30 -1.90-4.51
t6 (hrs.) 50.78000° 53.20£020° | 1.42 0.450-2.39 5526414920 348 0.45-6.51
{7 (hrs.) 52 560.35° 53.65£0.42° 1.65 0.616-2.68 57.00£1.592° 165 0.11-6.58
{8 (hrs.) 55.4320.512 58.87+0.39° | 222 0.95-349  60.4+1942> 378 -0.17-7.73




Resultados da comparacao de dados morfocinéticos de embrides euploides, aneuploides e mosaicos

Dados Euploides (n=352) Aneuploides (n=583) Mosaicos (n=22)
Média = EP Média = EP B 95% CI Média = EP B 95% IC

tM (hrs.) 88,05+0,632 88,0+0,48° 1,03  0,534-2,596 90,6+2,52P 5,96 = 0,50-10,62
tsB (hrs.) 96,68+0,692 91,343,326 2,23 0,53-3,92  98,90+0,522°> -533 -11,98-1,30
tB (hrs.) 105,31+0,002 109,64+0,477° 1 3,54  2,00-5,07 110,59+2,4430 449 = 0,45-9,44
cc2 (hrs.) 11,3+£0,13 11,28+0,10 0,10 -0,46-0,24  12,19+0,54 0,79 -0,30-1,89
cc3 (hrs.) 12,7+0,25 12,44+0,20 0,43 -1,09-022 11,65+1,00 1,23 -3,27-0,81
s1 (hrs.) 2,5+0,04 2,64+0,03 0,10 -0,02-0,23 2,34+0,19 -0,186 -0,57-0,20
s2 (hrs.) 1,0+0,122 1,340,090 0,40 0,07-0,73 1,43+0,102>  -0,69 -1,71-0,33
s3 (hrs.) 7,0+0,382 8,37+0,30P 1,28 0,30-2,26  9,35+1,50ab 226  -0,79-5,32

tM (hrs.) 88,05+0,632 88,0+0,48" 1,03 0,534-2,596 90,6+2,5P 566  0,50-10,62




Resultados da comparacao de dados morfocinéticos de embrides euploides, aneuploides e mosaicos

Euploides Aneuploides Mosaicos
Dados (n=352) (n=583) (n=22)
Média + EP Média£ EP B 95% Cl Média = EP B 95% IC

MN
(2 cell stage) % 32,0+2,8 36,0+2,3 0,20 -0,11-0,52  56,0+0,11 1,00  0,03-1,96

MN
(4 cell stage) % 7,5£1,5 7,9+1,2 019 -0,37-0,76  11,0£74 0,52 -1,01-2,06

KIDScore D-5 6,52+0,132 5,54+0,100' -0,97 -1,30--0,64 4,62+0,4923> -189 -2,89--0,88
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Comparacao dos eventos morfocinéticos em embrides, euploides, aneuploides e mosaicos de
maneira cumulativa
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HtPNa MtPNf mt2 t3 t4 mt5 Et6 mt7 Et8 EmtM MEiSB ME{tB




Comportamento dos embrides euploides, aneuploides e mosaicos em relagao a eventos
morfocinéticos

Estagios-chave

110
100
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Mosaico 55.26
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20
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Comportamento dos embrides euploides, aneuploides e mosaicos em relagéo a
ciclos celulares e divises sincronicas

Estdgios-chave

%

16
14
12
10

lMusaicu 0.35

Horas

Aneuploide 8.37
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Distribuicao das porcentagens de embrides euploides entre os quartis de Kid score D5

49,57%

35,13Y% 39.09%
, 0

20,20%

Q1 <39 Q2 4,0-506 Q3 956-7,5 Q4 =276
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Distribuicdo das chances de ser euploide de acordo com a categoria KIDScore D 5

70 6522%"

6154%"
60 -
48 72%¢
50 - 44 4% 0
40 35,71%3 33 75%¢ 3556%: m < 35 y-old
30
0 > 35 y-old
20 2025%¢
10
0 -

Q1 <3.9 Q24,0 - 5,6 Q3 5,6 - 7 9 Q4 =2
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v Nossos achados demonstraram um efeito significativo da
aneuploidia nos eventos morfocinéticos iniciais e tardios do
embriao.

v" Aparentemente, embribes mosaicos se comportam de forma
semelhante aos embrides aneuploides em termos de
morfocinética.
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Nossas evidéncias sugerem que o monitoramento por TLI
pode representar uma abordagem adjunta para a sele¢ao de
embrides para PGT; no entanto, mais investigagdes ainda
S840 necessarias para confirmar esses achados.
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[EQUIPE ] F

)

Diretoria clinica .
Assumpto laconelli Jr.
Edson Borges Jr.

Laboratorio de FIV
Kelly C. Pinheiro
Precipito

Livia Silvia Vingris
Patricia Guilherme
Tatiana Nunes de Melo

/ Laboratorio de andrologia
/ Rodrigo Rosa Provenza

Pesquisa e Educacao
Amanda Setti

Christina Morishima
Daniela Braga

Joana Nogueres Simas

Corpo Clinico
Barbara Brigati

Carla laconelli

Edward Carrilho
Fernanda Montenegro
Graziela C. C.Carvalho
Mauro Bibancos
Natalia G.Tannous
Paula Ferreiro Vieira
Mario Firmino

Pisicologia
Rose M. Melamed

Anestesiologia
Marcelo Torres

Nutricao
Gabriela Halpern
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Enfermagem \ Farmacia dh Administrat(on
Larissa Rodrigues o Maria das N. Fernandes vg Margaret Me|ra
Gongalves Fabiana Garcia
Q\ Maria Regina Soares da I
Silva
Rosieli Patricia A, da Silva
Vera Lucia Alves ® Support
Ariele Raiane B, Araujo am . FEdson Pinheiro Ribeiro
Gabriela Lima Aimeida “ d Janaina Gomes Pinho da Silva
Stefany N, Coelho Katia Rodrigues
Lucacio de Souza Anjos
Informética Marcos Vinicius de Sousa
ST Marcelo Alexandre Baptsta Simone de S, Carvalho

o Leonardo S, Lopes




Zegers-Hochschild, et
al., H Reprodu 2017

Scott Jr, et al., Fertil &
Steril. 2013.

O PGT surge como uma

abordagem para identificar

anormalidades genéticas no
embridao
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[CélCU|O amostral ] As caracteristicas do paciente e do ciclo

% Marcadores morfocinéticos

SLIESENEE Ros ) ltados clinicos

w0l
-

527
embrides

atistics

Modelos lineares
generalizados

Fator tB

Efeito:5%

Teste post hoc de
Bonferroni
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ESTIMULO OVARIANO CONTROLADO

Antagonista do GnRH

FSH

hCG recombinante

123 456789 10 1M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22



http://www.ivf-infertility.com/images/polycystic_ovary.jpg

Castell6 et al., Basic sci reprod med 2016

O status cromossémico embrionario pode afetar o

desenvolvimento
O
O
e N
I .
. g O ®
Desenvolvimento do embrido é afetado por uma °
maquinaria embrionaria intrinseca
® ©
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' EOC realizado com FSH, bloqueio hipofisario com agonista do GnRH e
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trigger com hGG

Apos a coleta, os oocitos foram incubados, denudados e
avaliados quando ao grau maturagao nuclear.

Os odcitos que liberaram o primeiro corpusculo polar foram injetados
(Palermo et al., 1992)

Embrides cultivados até o quinto dia



No quinto dia, foi feita a biopsia e as células do trofoectoderma foram
retiradas

A determinacao de euploidia, aneuploidia ou mosaicismo foi realizada por
sequenciamento de ultima geracdo (NGS)

Amostras seminais foram avaliadas de acordo com os padrdes de
normalidade estabelecidos pela OMS

Amostras seminais foram preparadas por gradiente de centrifugacao




Comparacao dos eventos morfocinéticos em embrides, euploides, aneuplodes e mosaicos de maneira
cumulativa
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No quinto dia, foi feita a biopsia e as células do trofoectoderma foram
retiradas

A determinacao de euploidia, aneuploidia ou mosaicismo foi realizada por
sequenciamento de ultima geracdo (NGS)

Amostras seminais foram avaliadas de acordo com os padrdes de
normalidade estabelecidos pela OMS

Amostras seminais foram preparadas por gradiente de centrifugacao




