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INTRODUCAO

v A maioria dos embrides produzidos in vitro transferidos falham em implantar
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Gestacdo por aspiracao(%) 29.9 35.0 30.2
Gestacao / transferéncia (%) 30.9 43.2 33.5
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DISCUSSAO

Selecao do embrido mais viavel para transferéncia

* Morfologia Estatica
* Morfologia Dinamica

* Cultura de Blastocistos
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Parametros morfolégicos

: i - ' Resultados ' Valor preditivo
avaliados pontualmente . Subjetivo . . . .
em microscopia de luz contraditorios questionavel
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Time lapse

Ferramenta ndo invasiva para selecionar 0 melhor embrido para transferéncia

Aquisi¢ao da imagem néo €
simples:

Equipamentos sofisticados
e caros

Rienzi et al. 2010
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Reproductive BioMedicine Online {2014) 29, 156-158

www.sciencedirect.com
www.rbmaonline.com

COMMENTARY

Limitations of a time-lapse blastocyst Q) s
prediction model: a large multicentre
outcome analysis

Kirstine Kirkegaard*”*, Alison Campbell®, Inge Agerholm ¢,

Ursula Bentin-Ley®, Anette Gabrielsen', John Kirk®, Shabana Sayed",
Hans Jakob Ingerslev "

 Time Lapse: Baixa especificidade: descartando embrides com alto potencial de implantagéo

£ g
w= FERTILITY

MEDICAL GROUP



INTRODUCAO

» Expressado do genoma embrionario: maior potencial de implantagao

o Laboratorios relutantes em adotar o cultivo estendido: Risco de cancelamentos

Cultivo estendido
de embriGes « Mais um blastocisto disponivel para transferéncia: Qual transferir ?

Desenvolvimento de métodos nao invasivos para
determinacao do blastocisto com maior potencial de
implantacao

CRUCIAL
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REVIEW 1653

Development 138, 1653-1661 (2011) doi:10.1242/dev. 056234
@ 2011. Published by The Company of Biologists Lid

Small RNAs in early mammalian development: from gametes

to gastrulation
Nayoung Suh and Robert Blelloch*

Recentemente o papel dos miIRNAs no desenvolvimento embrionario e potencial de
implantacao tem sido investigado

MIRNAS: moléculas de RNA fita simples de 19-25 nucleotideos

MiRNAS: ndo codificadores de proteinas

MIRNAS: potentes reguladores pos-transcricionais da expressao génica
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i sy Lagrima MIRNAS: isolados de
| meio de cultivo de

diferentes linhagens

celulares
Wang et al. 2010, Wang et al. 2010, Weber et al. 2010
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2500 miRNAs

(Laurent 2008, Carleton et al. 2007, Barbarotto et al. 2008, Sullivan and Ganem 2005, Tatsuguchi et al. 2007)
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DEVELOPMENTAL DYNAMICS 237:2315-2327, 2008

RESEARCH ARTICLE

Determination of microRNAs in Mouse
Preimplantation Embryos by Microarray

Yanhong Yang," Wentao Bai,” Liang Zhang,” Guowu Yin,' Xiaohong Wang,' Jun Wang,'
Hongxi Zhao,' Yibing Han,” and Yuan-Qing Yao'®*

» MiRNAS: papel importante durante o desenvolvimento embrionario
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MicroRNA expression in the
human blastocyst

Evan M. Rosenbluth, M.D.,” Dawne N. Shelton, Ph.D.,” Amy E. T. Sparks, Ph.D.,” Eric Devor, Ph.D.,”
Lane Christenson, Ph.D.,” and Bradley J. Van Voorhis, M.D.®

* Department of Obstetrics & Gynecology, University of lowa Carver College of Medicine, lowa City, lowa; and ® University
of Kansas Medical Center, Kansas City, Kansas

VOL. 99 NO. 3 /MARCH 1, 2013 Fertility and Sterility®

>130 MIRNAS expressos em blastocistos
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Aberration of blastocyst microRNA expression is
associated with human infertility

Blair McCallie, B.Sc.," William B. Schooleraft, M.D.." and Mandy G. Katz-Jaffe, Ph.D.*"

* Colorado Foundation for Fedility Research; and ® Colorado Center for Reproductive Medicine,
Lone Tree, Colorado

Fertility and Sterility® Vol 93, No. 7, May 1, 2010

miRNAs em blastocistos de pacientes inférteis tem um perfil atipico
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Human embryos secrete microRNAs
Into culture media—a potential
hiomarker for implantation

Evan M. Rosenbluth, M.D., Dawne N. Shelton, Ph.D., Lindsay M. Wells, M.D., Amy E. T. Sparks, Ph.D.,
and Bradley J. Van Voorhis, M.D.

Departmant of Obstetrics and Gynecology, University of lowa Carver College of Medicine, lowa City, lowa

Fertility and Sterility® Vol. 101, No. 5, May 2014 0015-0282/

|dentificacdo e quantificacdo de miRNAS no meio de cultivo

Técnica promissora para determinacéo de biomarcadores de viabilidade embrionaria
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OBJETIVO

Identificar miIRNAs secretados por embrides no meio de
cultivo como possiveis biomarcadores de implantacao
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MATERIAIS E METODO

» DESENHO DO ESTUDO: PRIMEIRA ANALISE

Amostras de meio
de cultivo de
embrides em D3
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MATERIAIS E METODO

» DESENHO DO ESTUDO: PRIMEIRA ANALISE

Positivo
6 amostras

6 amostras

6 amostras

Negativo

6 amostras

6 amostras

6 amostras

o Testados 7 miRNAs selecionados de acordo com a literatura

« Expressao comparada entre os grupos
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MATERIAIS E METODO

» DESENHO DO ESTUDO: SEGUNDA ANALISE

10 Amostras de meio de cultivo de
embrides em D3

Testadas individualmente para a
presenca de miRNAs
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MATERIAIS E METODO

» PREPARO DOS OOCITOS E ICS|

 Técnica padrao (Palermo et al., 1992)

* ApoOs a injecéo, os oodcitos foram cultivados individualmente em microgotas de 50uL até
o terceiro dia desenvolvimento
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MATERIAIS E METODO

» COLETA DAS AMOSTRAS

~- LICSI j

D5 — transferéncia

jj

Formacao dos grupos
e
Isolamento dos MiRNAs
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MATERIAIS E METODO

» ISOLAMENTO E DETECCAO DOS MIRNAS

outros miRNAs

\
* Extracao do RNA total ————
com kit comercial e
miRNA de interesse
/ l

miRNA RT-primer especifico
para o miRNA de
, it
» Sintese de cDNA por interesse

transcricao reversa
l Sintese dirigida cDNA

miRNA [ )

cDNA
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MATERIAIS E METODO mmo

cDNA l
+ Sintese de cDNA miRNA '
J

cDNA l

_/

* Quantificagdo dos miRNAs miRNA
em cada amostra

* PCR em Tempo Real

Fw primer

Tagman Probe Rev primer
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» AVALIACAO DA QUALIDADE EMBRIONARIA
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RESULTADOS

miR-21

miR-142-

o
miRNAs
__— testados

/\

miR-92a
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RESULTADOS

miR-21 miR-92a
4- 3-
O O —~
53 @ : 3
O O824
T C T C
52 g S
'\U) i~
R T P
£ 2 -
S & S &
=W =W
0 T
Q <
S o?
& <

g
Q> FERTILITY

MEDICAL GROUP



RESULTADOS

miR-142-3p
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10 amostras individuais de meio de cultivo

Amplificagdo especifica
de miRNAs, incluindo
miR-142-3p
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DISCUSSAO

* |mportancia miRNAs em gametas e inicio do desenvolvimento embrionario




DISCUSSAO

 Presente estudo: expressdo do miR-142-3p associado a falha de implantacéo

Diversas vias
biologicas e
funcdes celulares

Pap&duriihte o ~ Analise
desenv ento bioinformatica
embri@nario miR-142-3p

Supresséo tumoral

Inibicao do ciclo
celular

fedsvemy
Q= FERTILITY

MEDICAL GROUP



DISCUSSAO

RESEARCH

Prediction of embryo implantation potential by mass
spectrometry fingerprinting of the culture medium

Sylvia Sanches Cortezzi', Elaine Cristina Cabral?, Marcello Garcia Trevisan®*

Christina Ramires Ferrewa F\manda Souza Seﬁﬂ 3 Danlela Paes de Almeida Ferrewa Braga
Rita de Cassia Savio Flguewa Assumpto laconelli Jr , Marcos Nogueira Eberlin?
and Edson Borges Jr' >
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Reproduction (2013) 145 453462

 Acesso do perfil metabolico de embrides em meio de cultivo como ferramenta preditora da viabilidade embrionaria
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JBRA Assisted Reproduction 2015;19(3):119-124 .. .
doi: 10.5935/1518-0557.20150027 Or|g|na| Article

Non-Invasive Prediction of Blastocyst Formation by Day Three
Embryo Culture Medium Mass Spectrometry Lipid Fingerprinting

Daniela Paes de Almeida Ferreira Braga'®3, Amanda Souza Setti*®, Elaine Cristina Cabral*, Marcos Eberlin®,
Edson Guimarédes Loturco?!, Edson Borges Jr23
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YFertility — Medical Group - Sao Paulo - Brasil
‘Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas - CPQBA — UNICAMP - Brasil
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 Acesso do perfil lipidico em meio de cultivo de embrides como ferramenta preditora de embries capazes de
atingir o estagio de blastocisto
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Biomarcador Ideal

Acesso nao
invasivo
Micro / | Estaveis e PCR: sensivel e Nao requer
RNAs / resistem a segura aparelhos caros
degradacao ou robustos
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CONCLUSAO

Perspectivas

* |dentificar a expressdo diferencial de um miRNA, ou conjunto, no meio de cultivo
individualmente, cuja expressao possa servir como marcador preditivo de implantagao

Determinacao de miRNAS no meio de cultivo

* Facil acesso, nao requer equipamentos caros;
« Usada como complemento a avaliagdo morfoldgica;

« Ferramenta rapida, confiavel e n&o invasiva para predicdo dos melhores embrides para
transferéncia.
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