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INTRODUÇÃO

2008, 2009 and 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
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Seleção do embrião mais viável:  Maior desafio da RA



Escolha dos vencedores Não seleção – Transferir um por vez

Morfologia Estática

Morfologia Dinâmica

Cultura de blastocistos

Subjetiva e o potencial de predição limitado

DISCUSSÃO

Equipamento complicado e baixa especificidade

Tempo, custo e desgaste

O que fazer quando temos mais de uma blastocisto?

• Desenvolvimento de métodos não invasivos para determinação do blastocisto maior potencial de implantação
CRUCIAL



GENOMA
~25,000 GENES

TRANSCRIPTOMA
~100,000

PROTEOMA
~1,000,000

METABOLOMA
~2,500

INTRODUÇÃO

Métodos não invasivos para determinação 
da viabilidade embrionária



M
et

ab
ol

ôm
ic

a

Carboidrato
s

Proteínas

Lipídios

INTRODUÇÃO

Metabólitos detectados no meio de cultivo 
embrionário: importantes informações a 
respeito do embrião. 

Alterações no metabolismo embrionário e 
suas implicações:  embriões viáveis 
apresentam um perfil metabólico diferente 
dos não viáveis.
. 



INTRODUÇÃO
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INTRODUÇÃO

LIPIDÔMICA

• Estudo em larga escala de espécies de lipídios e suas respectivas redes e vias 
metabólicas 

• Espectrometria de massas: acesso à moléculas lipídicas intactas de amostras com 
volumes muito baixos

• Novo campo para integrar a investigação do papel da genômica, transcriptômica, 
proteômica e metabolômica nas funções celulares, fornecendo uma abordagem 
poderosa para a compreensão da biologia celular  



OBJETIVO

Identificar marcadores lipídicos da implantação de 
blastocistos em meio de cultivo de embriões no terceiro 

dia de desenvolvimento



MATERIAIS E MÉTODO

• DESENHO DO ESTUDO

Amostras de meio 
de cultivo de 

embriões em D3

Embriões que não 
atingiram blastocito

33 embriões que 
atingiram blastocito

22 pacientes

Implantação positiva Implantação positiva 
(n=14)

100% implantação

Implantação 
negativa (n=19)

0% implantação

X
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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
Extração lipídica 

(Bligh e Dyer, 1959)

MATERIAIS E MÉTODO

• COLETA DAS AMOSTRAS



MATERIAIS E MÉTODO

• AVALIAÇÃO DA QUALIDADE EMBRIONÁRIA



Q-TOF Aquisição de dadosNanomate
Injetor de amostras automatizado

MATERIAIS E MÉTODO

• ESPECTROMETRIA DE MASSAS (ES) E PERFIL LIPÍDICO (FINGERPRINTING)

Modo de 
Ionização 
Positivo

Modo de 
Ionização 
Negativo
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Metaboanalyst 3.0

Normalização
dos dados por

Log

Padronização
por z score PCA PLS-DA VIP escores

MATERIAIS E MÉTODO

• ANÁLISE ESTATÍSTICA

Agrupamento e 
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amostras

Maximizar
variações e 
garantir o 

efeito
discriminatório

Valor de cada 
íon de acordo 

com o 
potencial de 

discriminação 
das amostras



RESULTADOS

PCA

Modo Positivo Modo Negativo

Agrupamento das amostras do  grupo de implantação negativo nos modos de 
ionização positivo e negativo



RESULTADOS

PLS-DA

Modo Positivo Modo Negativo

Discriminação das amostras do  grupo de implantação negativo nos modos 
de ionização positivo e negativo



RESULTADOS

• Principais íons responsáveis pela discriminação entre os grupo

AUC: 72,0%AUC: 73,5%

Modo Positivo Modo Negativo



RESULTADOS

• Identificação dos íons

LIPIDMAPS

Glicerofosfoglicerol

Ácido dicarboxílico

GlicerofosfocolinaFosfoetanolamina

Ácido graxos 
insaturados



RESULTADOS

INTERAÇÕES 
LIPÍDICAS

Biossíntese das

âncoras GPI

Síntese de inositol
fosfato 

Síntese de 
glicerofosfolipídeos

Lipídeos envolvidos na 
reestruturação celular

Embriões com pior 
potencial de implantação

Maquinaria à exaustão



DISCUSSÃO



INTRODUÇÃO

• Expressão do genoma embrionário: 
maior potencial de implantação 

• Mais de um blastocisto disponível para 
transferência: Qual transferir ?

• Expressão do genoma embrionário: 
maior potencial de implantação 

• Mais de um blastocisto disponível para 
transferência: Qual transferir ?

Cultivo de 
blastocistos

?
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DISCUSSÃO

Perfil lipídico no 
meio de cultivo 
de embriões:

Biomarcadores
da falha de 
implantação
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DISCUSSÃO

• Perfil metabólico do meio de cultivo embrionário por EM como ferramenta preditora
da viabilidade embrionária 



DISCUSSÃO

• Perfil lipídico acessado por EM para  identificar embriões capazes de atingir o 
estágio de blastocisto



DISCUSSÃO

• Perfil lipídico acessado por EM para  identificar blastocistos capazes de implantar

Fonte: The cell

• Poder de predição não é totalmente conclusivo

Implantação

Adequado 
desenvolvimento 

embrionário

Endométrio receptivo

Diálogo entre embrião e 
endométrio

• Blastocistos capazes de levar a gestação e nascidos vivos 



DISCUSSÃO

• Transferidos blastocistos baseados na morfologia dos oócitos, embriões em dia 1, 
2, 3 e 5

• Ainda assim, estratégia capaz de identificar lipídeos diferencialmente
representados no meio de cultivo de blastocistos de boa qualidade que
implantaram vs aqueles que não implantaram



DISCUSSÃO

Caro

Robusto

Complicado

Difícil acesso

Novas plataformas

Disponível em 
centros cirúrgicos

Em breve disponível 
para laboratórios de 
RA 



CONCLUSÃO

LIPIDÔMICA DO MEIO DE CULTIVO EM D3 POR EM

• Ferramenta rápida, confiável e não invasiva para predição dos embriões com
melhor potencial de implantação;

• Usada como complemento à avaliação morfológica;

• Melhorando a chance de implantação e nascidos vivos, diminuindo a taxa
gestações múltiplas.
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