Teste Geneético Pré-implantacional
para Aneuploidias

Vocé conhece as publicagées mais recentes
sobre transferéncia de embridoes em mosaico?

A presengca de mosaicismo tanto em tratamentos de
fertilizacao in vitro quanto em gestagoes naturais € pouco
frequente, com prevaléncia que varia entre 0,2-0,4% das
gestagoes.

As atuais plataformas de sequenciamento de nova geragao
(NGS) utilizadas em programas de PGT-A sao altamente
sensiveis e, quando utilizadas para analisar biépsias de
trofectoderma (TE) embrionaria, sdo capazes de identificar
a presenca de mosaicismo (mistura de células euploides e
aneuploides).

No entanto, a incidéncia de mosaicismo relatada pelos
diferentes laboratérios é altamente variavel, oscilando
entre 2% e 40%, o que afeta o numero de embrides
euploides considerados viaveis para transferéncia.

Essa variabilidade entre laboratorios é causada por:

- Variabilidade biolégica das biépsias TE, como o numero e a
qualidade das células biopsiadas.

 Variabilidade técnica da analise NGS, onde uma alta
dispersao ou ruido nao pode ser distinguido do verdadeiro
MOSsalClSMmo.

- Variabilidade dos critérios analiticos para a classificagao
do mosaicismo.

Por esta razao, € importante antes de implementar um
protocolo NGS em um laboratério de diagnéstico clinico,
realizar uma VALIDAGCAO ANALITICA INTERNA para
identificar corretamente as bidpsias com resultados
sugestivos de mosaicismo.

Para wvalidar um protocolo NGS semiautomatizado para
PGT-A, precisamos:

- Definir a resolugdo da plataforma NGS que permite
detectar delecoes/duplicacoes parciais e estabelecer os
limiares para identificar a presenca de mosaicismo.

« Criar um pipeline automatico de bioinformatica e
algoritmo de diagndstico, para evitar a subijetividade
ligada a visualizagao de dados gendmicos.
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Com base em nossa validacao analitica
do PGT-A, estabelecemos os seguintes
limites para identificar a presenca de
MOsalclsmo:

Mosaico de baixo
<30% aneuploidia grau
30-50% aneuploidia

Mosaico de alto Embrido Aneuploide
grau >70% aneuploidia
50-70% aneuploidia
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Vocé conhece as publicagées mais recentes
sobre transferéncia de embridoes em mosaico?

O mosaicismo cromossomico embrionario tem sido
um dos topicos mais quentes na comunidade ART nos
ultimos anos.

Com o uso das plataformas NGS no PGT-A,
laboratorios e clinicas passaram a relatar a presenca
de mosaicismo. Na auséncia de estudos que
demonstrassem o valor preditivo positivo ou negativo
do prognéstico reprodutivo de embrides transferidos
com esse diagnodstico, os embrides mosaicos foram
descartados até o momento ou transferidos como
ultima opcao.

Nossa incidéncia média de mosaicismo é (ver grafico 1).

Esses dados sugerem que apenas cerca de 4% de todos
os embrioes serao diagnosticados como portadores de
mosaicismo de baixo grau (<50%) e precisarao de
aconselhnamento genético adicional se forem
considerados para transferéncia.

Alguns estudos recentes sugerem que embridoes com
mosaicismo de baixo grau (<50%) tém maior potencial
reprodutivo do que embrices aneuploides, mas
menores taxas de implantacao e maior risco de aborto
do que embrides euploides.

(Viotti et al., 2021)

O estudo nao seletivo de Capalbo et al., 2021 mostra
que embrides com mosaicismo de baixo grau (<50%)
tém um potencial reprodutivo equivalente ao de
embrioes euploides. Assim, e de acordo com as novas
recomendacoes da ESHRE e PGDIS, os embrides com
mosaicismo de baixo grau devem ser considerados
para transferéncia da mesma forma que os embrides
euploides, priorizando de acordo com a sua
morfologia.

(Capalbo et al., 2021; PGDIS Position Statement on the Transfer of Mosaic Embryos 2021;
ESHRE Good practice recommendations on Chromosomal Mosaicism 2021)
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GRUPO A
<20%. 484 SETs

GRUPO B MOSAICO 20-30%
20-30% DE CELULAS ANEUPLOIDES. 282 SETs

GRUPO C MOSAICO 30-50%
30-50% DE CELULAS ANEUPLOIDES. 131 SETs

VALIDAGAO CLINICA

Abaixo detalhamos nosso estudo nao seletivo de transferéncia de
embrioes com niveis de mosaicismo abaixo do limite de 50%. Neste
estudo, todos os embridoes com niveis de mosaicismo abaixo de 50%
foram relatados como euploides e a transferéncia foi priorizada entre
eles com base em sua morfologia. Podemos considerar este estudo
como a primeira validacao clinica realizada sobre o potencial
reprodutivo de embrices com niveis leves ou moderados de
mosaicismo. Apds a transferéncia dos embrides, os pacientes foram
acompanhados e apds conhecimento dos resultados da transferéncia,

Principais Resultados clinicos (897 SETSs)
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PPT: Positive Pregnancy Test (Test de gravidez positivo)

BPL: Biochemical Pregnancy Loss (Aborto bioquimico)

LBR: Live Birth Rate (Taxa de nascido vivo)

SET: Single Embryo Transfer (Transferéncia de embrido unico)
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estes foram analisados em trés grupos com base no grau
de mosaicismo observado (grupos A, B e C).

RESULTADOS:

Os resultados reprodutivos foram semelhantes nos trés
grupos analisados (euploide, mosaicismo 20-30% e
mosaicismo 30-50%). O monitoramento de gestacoes de
<50% de embrides em mosaico nao mostrou risco
aumentado para a gravidez (aborto
espontaneo/anormalidades estruturais e de
desenvolvimento fetal) ou para o bebé em relagao a
transferéncia de embrides eupléides.

A transferéncia de embrides com
mosaicismo <50% € uma opgao
relativamente segura para a prole
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Por outro lado, em um grupo de
blastocistos foram realizadas multiplas
bidpsias adicionais de TE e massa celular
interna. A comparagao dos resultados
obtidos mostrou que a porcentagem de
massa celular interna com resultados
normais foi semelhante para os
embrioes diagnosticados inicialmente
como euploides, mosaico 20-30% e
mosaico 30-50%.

Biépsias Blastocistos
multiplas humanos
N= 365 N= 73
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Esses resultados sugerem que o numero intermediario de copias (<50%) nas biépsias de
ET pode ser devido a variagdes técnicas ou ao mosaicismo confinado a uma pequena
porcao do ET, sem envolvimento da massa celular interna ou gravidez.

MCI Normal MCI Anormal
100

Euploide 0,2% 99,6% 0,0% 99,6% 0,0% 0,0% 0,0% '

(7 @ (0 (o082 (o {0 o |
Mosaico 0,6% 0,0% 0,0% 99,3% 0,0% 0,0% 0,0%
bajo grado (1) (0) (0) (147) (0) (0) (0) 60
Mosaico 95,5% 92,2% 95,5% 0,0% 95,5% 0,0% 0,0% 1,8%
medio grado (43) (1) (1) (0) (43) (0) (0) (1) 0
Mosaico alto 15,0% 20,0% 0,0% 0,0% 15,0% 0,0% 0,0% 65,0%
grado @ @ (0 o @ (0 {0 s
Aneuploide 1,9% 0,0% 0,0% 0,0% 1,9% 0,0% 0,0%

(2) (0) (0) (0) (2) (0) (0) »

Teoricamente, descartar embrioes

com 20-50%
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de mosaicismo para

transferéncia implicaria uma redugdo geral de 36% na taxa cumulativa de
nascidos vivos. Nos casos em que foram descartados embrioes com 30-50% de

mosaicismo, essa reducao seria de apenas 11%.
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De acordo con as novas recomendacgoes da ESHRE — PGDIS



