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INTRODUÇÃO

2008, 2009 e 2010

> 4 x 106 procedimentos

> 1 x 106 nascidos vivos

Tx de bebê em casa  < 20,0%

� A maioria dos embriões produzidos in vitro transferidos falham em implantar

ESHRE ASRM RED LARA

Gestação por aspiração(%) 29.9 35.0 30.2

Gestação  / transferência (%) 30.9 43.2 33.5



INTRODUÇÃO
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INTRODUÇÃO
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Seleção do embrião mais viável:    Maior desafio da RA



DISCUSSÃO

Seleção do embrião mais viável para transferência

• Morfologia Estática

• Morfologia Dinâmica

• Cultura de Blastocistos



INTRODUÇÃO

Parâmetros morfológicos 
avaliados pontualmente 
em microscopia de luz 

Subjetivo Resultados 
contraditórios 

Valor preditivo 
questionável 

ALPHA, 2014; Van Loendersloot et al., 2014; Rhenman et al., 2015



INTRODUÇÃO

Rienzi et al. 2010

Time lapse

Ferramenta não invasiva para selecionar o melhor embrião para transferência

Aquisição da imagem não é
simples:

Equipamentos sofisticados
e caros



INTRODUÇÃO

• Time Lapse: Baixa especificidade: descartando embriões com alto potencial de implantação 



Desenvolvimento de métodos não invasivos para 
determinação do blastocisto com maior potencial de 

implantação

CRUCIAL

INTRODUÇÃO

Cultivo estendido 
de embriões

• Expressão do genoma embrionário: maior potencial de implantação 

• Mais um blastocisto disponível para transferência: Qual transferir ?

?

• Laboratórios relutantes em adotar o cultivo estendido: Risco de cancelamentos 



INTRODUÇÃO

• MiRNAS: moléculas de RNA fita simples de 19-25 nucleotídeos

• MiRNAS: não codificadores de proteínas 

• MiRNAS: potentes reguladores pós-transcricionais da expressão gênica 

• Recentemente o papel dos miRNAs no desenvolvimento embrionário e potencial de 
implantação tem sido investigado



INTRODUÇÃO

MiRNAS
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Wang et al. 2010, Wang et al. 2010, Weber et al. 2010

MiRNAS: isolados de 
meio de cultivo de 

diferentes linhagens 
celulares



INTRODUÇÃO

2500 miRNAs 

Início do 
desenvolvimento

embrionário

Crescimento celular 

Modulação de 
desenvolvimento e 
difereniação celular 

Estados sádios

Doenças

Coração

Infecções virais

Diversos tipos de 
câncer

(Laurent 2008, Carleton et al. 2007, Barbarotto et al. 2008, Sullivan and Ganem 2005, Tatsuguchi et al. 2007)



INTRODUÇÃO

• MiRNAS: papel importante durante o desenvolvimento embrionário 



INTRODUÇÃO

>130 MiRNAS expressos em blastocistos



INTRODUÇÃO

miRNAs em blastocistos de pacientes inférteis tem um perfil atípico



INTRODUÇÃO

MiRNAs

• Técnica de inseminação
• Status cromossômico
• Gestação

Identificação e quantificação de miRNAS no meio de cultivo

Técnica promissora para determinação de biomarcadores de viabilidade embrionária



OBJETIVO

Identificar miRNAs secretados por embriões no meio de 
cultivo como possíveis biomarcadores de implantação



MATERIAIS E MÉTODO

• DESENHO DO ESTUDO: PRIMEIRA  ANÁLISE

Amostras de meio 
de cultivo de 

embriões em D3

Embriões que não 
atingiram blastocito

36 embriões que 
atingiram blastocito

Implantação positiva Implantação positiva 
(n=18)

100% implantação

Implantação 
negativa (n=18)

0% implantação

X



MATERIAIS E MÉTODO

• DESENHO DO ESTUDO: PRIMEIRA  ANÁLISE

6 amostras

6 amostras

6 amostras

Positivo

6 amostras

6 amostras

6 amostras

Negativo

• Testados 7 miRNAs selecionados de acordo com a literatura

• Expressão comparada entre os grupos



MATERIAIS E MÉTODO

• DESENHO DO ESTUDO: SEGUNDA  ANÁLISE

10 Amostras de meio de cultivo de 10 Amostras de meio de cultivo de 
embriões em D3

Testadas individualmente para a 
presença de miRNAs
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• Técnica padrão (Palermo et al., 1992)

• Após a injeção, os oócitos foram cultivados individualmente em microgotas de 50µL  até 
o terceiro dia desenvolvimento

MATERIAIS E MÉTODO

• PREPARO DOS OÓCITOS E ICSI



-20º C

ICSI

FERTILIZATION

D2

D3

D5 – transferência

MATERIAIS E MÉTODO

• COLETA DAS AMOSTRAS

Formação dos grupos
e

Isolamento dos MiRNAs



miRNA de interesse

miRNA RT-primer específico 
para o miRNA de 
interesse

miRNA

cDNA

Síntese dirigida cDNA

outros miRNAs

MATERIAIS E MÉTODO

• ISOLAMENTO E DETECÇÃO DOS MIRNAS

• Extração do RNA total 
com kit comercial

• Síntese de cDNA por 
transcrição reversa



miRNA

cDNA

Taqman Probe

Fw primer

Rev primerFQ

miRNA

cDNA

miRNA

cDNA

MATERIAIS E MÉTODO

• Síntese de cDNA

• Quantificação dos miRNAs
em cada amostra

• PCR em Tempo Real



MATERIAIS E MÉTODO

• AVALIAÇÃO DA QUALIDADE EMBRIONÁRIA



RESULTADOS

miRNAs 
testados

miR-21

miR-142-
3p

miR-19b

miR-92amiR-20b

miR-125a

miR148a



RESULTADOS
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RESULTADOS

miR-142-3p
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P<0,001

Amplificação especifica 
de miRNAs, incluindo 

miR-142-3p  

10 amostras individuais de meio de cultivo



DISCUSSÃO

• Importância miRNAs em gametas e início do desenvolvimento embrionário 

• Estudos a respeito da expressão de miRNAs no embrião humano são raros 



DISCUSSÃO

• Presente estudo: expressão do miR-142-3p associado a falha de implantação

Análise 
bioinformática

miR-142-3p

Diversas vias 
biológicas e 

funções celulares 

Inibição do ciclo 
celular 

Supressão tumoral

Papel durante o 
desenvolvimento

embrionário?



DISCUSSÃO

• Acesso do perfil metabólico de embriões em meio de cultivo como ferramenta preditora da viabilidade embrionária 



DISCUSSÃO

• Acesso do perfil lipídico em meio de cultivo de embriões como ferramenta preditora de embriões capazes de 
atingir o estágio de blastocisto



Não requer
aparelhos caros

ou robustos

DISCUSSÃO

Biomarcador Ideal 

Acesso não 
invasivo Estabilidade Especificidade Fácil 

determinação 

(Capalbo et al., 2016)

Estáveis e 
resistem à 

degradação

Micro 
RNAs

PCR: sensível e 
segura



CONCLUSÃO

Determinação de miRNAS no meio de cultivo

• Fácil acesso, não requer equipamentos caros;

• Usada como complemento à avaliação morfológica;

• Ferramenta rápida, confiável e não invasiva para predição dos melhores embriões para
transferência.

Perspectivas

• Identificar a expressão diferencial de um miRNA, ou conjunto, no meio de cultivo
individualmente, cuja expressão possa servir como marcador preditivo de implantação
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