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RESUMO

Introdugdo: A Endometrite Crbnica (EC) € uma doenca inflamatdria persistente no
endométrio, causada por agentes bacterianos ou corpos estranhos, como
dispositivos intrauterinos. Essa condicdo produz uma alteracdo edematosa na
camada superficial do endométrio, prejudica a receptividade endometrial e pode
resultar em infertilidade, falhas recorrentes de implantagao e/ou perdas gestacionais.
Objetivo: investigar se a presenga de EC influencia na maturagdo oocitaria e no
desenvolvimento e qualidade embrionaria em pacientes submetidas a fertilizagao in
vitro (FIV) com injecao intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). Metodologia:
Trata-se de um estudo retrospectivo de caso-controle pareado, que incluiu 70
pacientes entre 28 e 46 anos de idade, submetidas a ciclos de FIV com injecao
intracitoplasmatica de espermatozoide no periodo entre abril de 2018 e setembro de
2023, e a bidpsia endometrial com teste molecular para deteccdo de EC. As
pacientes foram divididas em dois grupos: presenca de EC (caso; n=35) e auséncia
de EC (controle; n=35). Os odcitos, zigotos e embrides foram classificados de
acordo com o Consenso de Istambul e o Sistema de classificagao de blastocistos de
Gardner. Os embrides do terceiro dia (D3) foram classificados em boa ou baixa
qualidade, conforme o Consenso da ASEBIR (Asociacion para el Estudio de la
Biologia de la Reproduccion). A qualidade dos blastocistos foi categorizada pelo
sistema simplificado de pontuacdo de embribes SART. Resultados: Foram
coletados 472 odcitos no grupo sem EC e 435 odcitos no grupo com EC (p = 0,343).
A maturacéo dos odécitos em metafase Il foi de 73% no grupo de mulheres sem EC e
72% no grupo de mulheres com EC (p = 0,544). As taxas de fertilizagao foram de
83% e 81% (p = 0,767), respectivamente. A propor¢cdo de embrides no D3 nos dois
grupos foi idéntica (99%; p = 0,158). Desses embrides de D3, 81% do grupo sem EC
apresentaram boa qualidade, enquanto isto aconteceu em 74% no grupo com EC (p
= 0,227). A taxa de blastocistos formados (5° e 6° dia) foi de 60% no grupo sem EC
e 53% no grupo com EC (p = 0,040). Entre os blastocistos formados, 42% de boa
qualidade no grupo controle versus 40% no grupo casos (p = 0,535), enquanto 48%
versus 47% apresentaram qualidade moderada (p = 0,995), e 9% e 12% qualidade
ruim (p = 0,607), respectivamente. Conclusao: a EC demonstrou ndo comprometer
a maturacao oocitaria nem a qualidade e o desenvolvimento embrionario no contexto
de FIV com ICSI.

Palavras-Chave: Endometrite. Qualidade. Desenvolvimento. Oobcito. Embrido.



ABSTRACT

Introduction: Chronic Endometritis (CE) is a persistent inflammatory disease of the
endometrium, caused by bacterial agents or foreign bodies such as intrauterine
devices. This condition leads to edematous alterations in the superficial layer of the
endometrium, impairing endometrial receptivity and potentially resulting in infertility,
recurrent implantation failure, and/or pregnancy loss. Objective: To investigate
whether the presence of Chronic Endometritis influences oocyte maturation, as well
as embryonic development and quality, in patients undergoing in vitro fertilization
(IVF) with intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Methodology: This is a
retrospective matched case-control study including 70 patients, aged between 28 and
46 years, who underwent IVF cycles with ICSI between April 2018 and September
2023, and endometrial biopsy for molecular testing to detect CE. Patients were
divided into two groups: those with CE (case group; n=35) and those without CE
(control group; n=35). Oocytes, zygotes, and embryos were classified according to
the Istanbul Consensus and the Gardner blastocyst grading system. Day 3 (D3)
embryos were categorized as either good or poor quality based on the ASEBIR
(Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccién) consensus.
Blastocyst quality was assessed using the simplified embryo grading system by
SART. Results: A total of 472 oocytes were retrieved in the CE-negative group and
435 in the CE-positive group (p = 0,343). Oocyte maturation to metaphase Il was
73% in the CE-negative group and 72% in the CE- positive group (p = 0,544).
Fertilization rates were 83% and 81%, respectively. The proportion of D3 embryos in
both groups was identical (99%; p = 0,158). Among these D3 embryos, 81% in the
CE-negative group were of good quality, compared to 74% in the CE-positive group
(p = 0,227). The blastocyst formation rate (Day 5 and 6) was 60% in the CE-negative
group and 53% in the CE-positive group (p = 0,040). Among the formed blastocysts,
42% were of good quality in the control group and 40% in the CE-positive group (p =
0,535), while 48% vs. 47% were of moderate quality (p = 0,995), and 9% vs. 12%
were of poor quality (p = 0,607), respectively. Conclusion: CE did not compromise
oocyte maturation, nor embryonic quality and development in the context of IVF with
ICSI.

Keywords: Endometritis. Quality. Development. Oocyte. Embryo.
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1 INTRODUGAO

Atualmente, aspectos relacionados a microbiota uterina tém despertado
crescente interesse no ambito da medicina reprodutiva, como € o0 caso da
Endometrite Crénica (EC). Essa condicdo € uma doenga inflamatéria persistente do
revestimento endometrial, caracterizada por alteracbes edematosas na camada
superficial do endométrio, alta densidade de células estromais, maturacéo
dissociada entre epitélio e estroma, além da infiltracdo de plasmadcitos estromais no
endométrio’. A EC esta associada a reducdo da receptividade endometrial,
resultando em infertilidade ou perdas gestacionais, devido a padrdes anormais de
microbiota endometrial, alteragdes em subconjuntos de linfocitos e,
consequentemente, um microambiente uterino inadequado para a implantacéo e
desenvolvimento embrionario®.

A patogénese da EC esta relacionada as alteragbes qualitativas e
quantitativas no microbioma endometrial, com proliferacdo anormal de
microrganismos, principalmente bactérias gram-negativas e intracelulares, como
Enterococcus faecalis, Mycoplasma, Ureaplasma, Chlamydia, Escherichia coli e
Streptococcus ssp.®. Além disso, fatores como leiomiomas submucosos, pélipos ou
uso de dispositivos intrauterinos (DIU) também podem contribuir para o
desenvolvimento da EC* Na maioria dos casos, as mulheres afetadas sdo
assintomaticas ou oligossintomaticas, podendo apresentar sangramento uterino
anormal, dispareunia, desconforto pélvico e leucorreia. A EC ndo é facilmente
identificada através de exame ginecoldgico ou exame ultrassonografico, devido a
auséncia de marcadores especificos?, embora possa estar associada a um
endométrio fino com areas hiperecoicas®. Por essas razdes, o diagnostico da EC
muitas vezes ocorre incidentalmente durante a investigagdo de disturbios
ginecoldgicos, como infertilidade, dor pélvica crénica® ou amenorréia secundaria’.

A histeroscopia desempenha um papel fundamental no diagnéstico da EC,
permitindo a identificacdo de alteragdes endometriais sugestivas, como a presenca
de micro pdlipos focais ou difusos, edema estromal, hiperemia focal, padrdo em
“‘morango” e/ou manchas hemorragicas. Contudo, a bidpsia endometrial com analise
histolégica continua sendo a principal ferramenta diagndstica, onde a deteccdo de
plasmdcitos no estroma endometrial € o marcador diagndstico central, apesar de ser

inespecifico 89.
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Estudos recentes demonstraram que a coloragao tradicional com hematoxilina
e eosina podem nao ser suficientemente precisa para identificar plasmaocitos devido
as semelhangas morfolégicas com fibroblastos. A coloragado imuno-histoquimica para
CD138 mostrou-se mais confiavel, reduzindo a variabilidade intra e inter observador
entre patologistas na deteccdo de plasmdcitos. Atualmente, essa técnica é
amplamente utilizada para a avaliagdo de EC8, mas apresenta limitagbes, como a
falta de padronizacdo nos valores de referéncias e nas praticas de controle de
qualidade, podendo resultar em laudos com falsos positivos ou negativos’. Por isso,
ferramentas diagndsticas mais modernas, como a analise de DNA bacteriano por
transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase ( RT-PCR), tém
ganhado destaque, oferecendo maior precisdo e confiabilidade no diagnéstico da
EC’.

Apesar dos avangos, os estudos sobre a EC permanecem escassos,
deixando uma lacuna no entendimento sobre os reais impactos dessa condigao,
especialmente na populagdo de mulheres inférteis. Sendo assim, a presente
pesquisa busca investigar a relagédo entre a EC e a qualidade de oécitos e embrides
em mulheres submetidas a tratamentos de reproducdo assistida de alta
complexidade.

Nas ultimas décadas, a EC tem ganhado notoriedade no meio cientifico
devido a sua potencial associacdo com problemas reprodutivos. Ampliar o
conhecimento sobre essa condicdo é fundamental para o avanco da medicina
reprodutiva. Portanto, este estudo é relevante ao avaliar o impacto da EC na
qualidade oocitaria, na morfologia e no desenvolvimento embrionario, contribuindo
para uma melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos dessa condicéo e
suas possiveis consequéncias nos tratamentos de fertilizagéo in vitro com injegao
intracitoplasmatica de espermatozoide (FIV-ICSI).

Até o momento nao foram encontrados nas fontes pesquisadas, trabalhos
cientificos que associem EC a qualidade de odcitos e desenvolvimento embrionario
em seres humanos, apenas estudos experimentais in vitro de materiais biolégicos
provenientes de animais grandes porte, por isso, trata-se de um estudo inédito,

servindo como base para futuras investigacgoes.
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1.1 Hipdtese

A Endometrite Crénica afeta a qualidade e quantidade dos oécitos e embrides

nos ciclos de fertilizagao in vitro.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Investigar se a presenca de Endometrite Cronica influencia na maturagao
oocitaria e no desenvolvimento e qualidade embrionaria em pacientes submetidas a

fertilizacao in vitro.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Endometrite Cronica

A Endometrite Crénica (EC) € uma inflamagao persistente do revestimento da
cavidade interna uterina. No entanto, como o trato genital superior é
anatomicamente um continuum, o processo inflamatério frequentemente envolve
tanto a mucosa endocervical quanto a endossalpingeana. Na maioria dos casos, a
EC é causada por alteragcbes no microbioma endometrial normal, decorrentes da
proliferacdo de patégenos bacterianos?. Entretanto, outras causas também estao
associadas, como leiomiomas submucosos, polipos ou corpos estranhos (por
exemplo, dispositivos intrauterinos - DIUs)*.

Os sintomas da EC geralmente sao leves e inespecificos, incluindo
sangramento uterino disfuncional, dor pélvica e dispareunia, embora a maioria das
pacientes seja assintomatica. Estudos recentes indicam que a EC interfere em
gestagbes espontaneas e induzidas por tratamento de reproducdo assistida (TRA),
sendo associada a infertilidade, falhas de TRA, abortos recorrentes, falhas repetidas
de implantagdo embrionaria e outras complicagdes obstétricas'. Evidéncias
sugerem que episddios anteriores de sangramento menstrual prolongado, histérico
de abortos ou obstrugdo tubaria estejam associados a patogénese da EC e
configuram fatores de risco independentes para EC '°. Dados da literatura apontam
que a EC pode prejudicar a reproducao ao alterar a receptividade endometrial e
interferir na fecundagdo. No contexto da EC, a receptividade endometrial
comprometida resulta de multiplas alteracdes, incluindo transformacdes estruturais
na superficie endometrial e na arquitetura da mucosa’, podendo evoluir para fibrose,
cicatrizes e calcificagdes®.

E importante destacar que a EC é caracterizada principalmente pela presenca
da inflamagédo. Apesar de os achados histopatolégicos serem bem definidos e
classificados, a via fisiopatoldgica ainda ndo estd completamente elucidada®.
Estudos concordam, no entanto, que a EC exerce um efeito prejudicial na
implantagdo e no desenvolvimento inicial do embrido, tanto em gesta¢des naturais
quanto em gestagdes induzidas por TRAZ.

Nos ultimos anos, a EC tem despertado crescente interesse na medicina
reprodutiva. Um estudo relatou os efeitos da EC e da antibioticoterapia nos
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resultados reprodutivos da fertilizacdo in vitro (FIV) como o tratamento da
inflamag&o, principalmente em pacientes que sofreram abortos''. No entanto, ainda
nao esta claro como o tratamento com antibidticos altera o perfil microbiano

endometrial em pacientes com EC8.

A implantagdo embrionaria € resultado de uma complexa interagdo entre o
embrido e o endométrio. Diferentes vias de sinalizacio participam desse processo, e
um endométrio funcional € essencial para o sucesso da implantacdo. Nesse
contexto, a EC pode alterar a capacidade endometrial de alcangar uma implantagao
bem sucedida’?.

A secrecdo alterada de citocinas induz mudangas no recrutamento de
leucdcitos, afetando a contratilidade uterina, a decidualizagcdo do endométrio, sua
receptividade e vascularizagdo'®. A EC compromete a receptividade do endométrio
devido a um padrdo anormal de infiltragdo linfocitaria, resultando em um
microambiente endometrial inadequado?.

O uso da histopatologia através da deteccao de plasmadcitos em amostras
endometriais € uma das principais ferramentas no diagndstico de EC'4. A expresséo
do marcador CD138, normalmente observada na superficie de células epiteliais
maduras, também foi detectada em tecidos estromais em desenvolvimento. Embora
util, o exame bacteriolégico local isolado geralmente ndao é suficiente para o
diagnostico de EC'S.

Tecnologias mais modernas, como o teste RT-PCR, tém sido utilizadas para
otimizar o diagndstico da EC. Esse teste permite a detecgdo qualitativa e quantitativa

do RNA bacteriano associado a doenga, oferecendo maior precisédo diagnostica’®.

3.2 Endometrite Crénica e a reprodu¢ao humana assistida

Estudos relevantes demonstraram que a incidéncia de EC em pacientes
inférteis varia de 0,2 a 46%"'" enquanto sua prevaléncia oscila entre 2,8-56,8%"8.
Dados recentes indicam uma associagao significativa entre EC e falha reprodutiva. A
EC foi identificada em até 30% das pacientes com falhas repetidas de implantagao
apods FIV, em até 28% das pacientes com infertilidade sem causa aparente e em até
12% das pacientes com abortos recorrentes inexplicados'’. Além disso, a EC é
altamente prevalente entre mulheres inférteis sem diagnédstico prévio (de 40,7 a
55,7%), falhas recorrentes em ciclos de FIV (de 13,95 a 57,55%) e perdas
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gestacionais precoces e recorrentes (de 42,9 a 56%) '°. Um estudo recente reforga
que a EC é um achado comum em mulheres com falhas repetidas de implantagao
embrionaria 2.

Outro estudo demonstrou que a EC foi detectada em 30,3% das pacientes
com falhas repetidas de implantagédo, concluindo que, diante dessas falhas, a EC
deve ser investigada'™. Além disso, mulheres diagnosticadas com EC apresentaram
menores taxas de implantagdo (11,5%) apdés um ciclo de FIV'. Um numero
crescente de estudos aponta que a EC compromete a implantagdo embrionaria e
reduz as taxas de gravidez?.

Um estudo retrospectivo?! evidenciou que a EC representa um fator de risco

independente para aborto espontaneo, levando a reducio na taxa de parto a termo e
nascido vivo em pacientes inférteis. A EC induz alteragbes na janela de implantagéo,
afeta a sincronizagdo entre o embrido e o endométrio e influencia diretamente as
taxas de implantagdo e gravidez. A inflamacdo da decidua, frequentemente
associada a EC, tem sido relacionada ao aumento da taxa de abortos
espontaneos?’.
Outro achado relevante é que, em 85,7% dos casos, foram observadas alteragbes
vasculares semelhantes aos vasos de paredes espessas nos eixos vasculares de
polipos endometriais, enquanto a EC sem alteragdes vasculares ocorre em apenas
7,3% dos casos??. Além disso, mulheres com EC apresentam padrdes ondulatérios
de contracdes uterinas tanto na fase periovulatéria quanto na fase lutea média. Essa
contratilidade uterina anémala e a “irritabilidade” da parede endometrial no momento
da implantagdo podem prejudicar a receptividade, contribuindo para os sintomas
clinicos da EC %,

A EC ainda representa um desafio diagnéstico. O marcador CD138 apresenta
sensibilidade de 66,7% e especificidade de 48,9% para deteccao de plasmadcitos em
bidpsias endometriais. Esses valores sdo semelhantes aos encontrados em estudos
que avaliaram a coloragao imuno-histoquimica do Syndecan-1 (CD138) de bidpsias
endometriais em mulheres com perdas gestacionais repetidas. Embora o CD138
oferega maior sensibilidade para o diagndstico da EC em comparagdo com a
coloragéo por hematoxilina e eosina, sua especificidade ainda é considerada baixa?*.
Recentemente, novas tecnologias baseadas em biologia molecular tém sido
desenvolvias para aprimorar o diagnostico da EC. Entre elas, destacam-se

plataformas de pesquisa microbiana endometrial que usam extracdo de DNA e RT-
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PCR para a deteccao direta de patégenos causadores de EC. Um exemplo é a
andlise de Endometrite Crénica Infecciosa (teste de ALICE da empresa
Igenomix”)?S,

Estudos conduzidos por Inmaculada Moreno et al. (2022)? buscaram analisar
a associacado entre o microbioma endometrial e a infertilidade, utilizando um teste
semelhante ao ALICE. Esse método envolve a coleta de uma bidpsia de tecidos e/ou
fluidos endometriais, extragdo de DNA e amplificagdo do gene ribossémico 16S via
RT-PCR. Sete das 9 regides hipervariaveis (V2, V3, V4, V6, V7, V8 e V9) sao
preparadas em bibliotecas e sequenciadas por Next-Generation Sequencing (NGS),
atingindo sensibilidade e especificidade superiores a 90%. Essa abordagem
possibilita andlises mais precisas da variabilidade bacteriana e um diagndstico mais

assertivo de EC%5.

3.3 Pesquisas in vitro experimentais em animais mamiferos de grande porte
contaminados e induzidos pela Endometrite Crénica

Modificagdes no eixo hipotalamo-hipofise-ovariano em animais mamiferos de
grande porte:

Estudos demonstraram que a EC pode impactar significativamente o eixo
hipotalamo-hipdéfise-ovariano, resultando em disfungées hormonais. Peter et al.
(1989)?’, relataram que a redugdo da pulsatilidade do horménio luteinizante (LH)
pode desregular esse eixo, levando a modificagbes estruturais e morfolégicas nos
ovarios, inibindo o crescimento folicular. Outros estudos confirmaram essa relacéo,
destacando que mediadores inflamatérios da EC afetam diretamente a fisiologia do
eixo reprodutivo?® 2°

Fisiopatogenia de origem bacteriana na producdo de LPS no processo de
maturagao oocitaria na EC em animais mamiferos de grande porte:

As bactérias gram negativas estdo frequentemente associadas a EC* e
produzem toxinas que formam “poros” nas células do endométrio, desencadeando
processos inflamatorios3!. Essas inflamagbes, mediadas por prostaglandinas,
citocinas e lipopolissacarideo (LPS), atingem os ovarios através da circulagao
sanguinea, prejudicando a produg&o hormonal, a esteroidogénese 3233, a maturagéo
oocitaria e ovulagdo. Como consequéncia, ocorrem disfuncdes ovarianas, redugao

da fertilidade e abortos recorrentes 34-39.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Moreno%20I%5BAuthor%5D
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Lipopolissacarideos e a relacdo com a resisténcia bacteriana e o marcador de
inflamag&o na EC em animais mamiferos de grande porte:

Os lipopolissacarideo sdo moléculas de lipidios e agucares, e sdo conhecidos
como lipoglicanos. Sao componentes da membrana externa de bactérias gram
negativas*® e representam um importante marcador de infecgdo precoce. A interagéo
dos LPS com receptores Toll-like 4 (TLR4) desencadeia uma intensa resposta
inflamatoria*!. Além disso, os LPS formam uma barreira de permeabilidade que
dificulta a acdo de varios antibidticos*?. Muitas bactérias produzem biofiimes,
levando a apresentarem fendtipo resistente in vivo a varias drogas e antibidticos
convencionais, aumentando a sobrevivéncia das mesmas*3. O LPS apresenta um
processo de montagem na membrana interna bacteriana, com consequente
translocagéo para a superficie destas células**.

O LPS é o principal componente da célula bacteriana e fator de viruléncia,
exercendo um efeito potente nas células do hospedeiro. Ele classifica as bactérias
nos sorogrupos, como marcador especifico de bactérias gram negativas®.
Considerado uma endotoxina que se liga aos receptores de superficie celular
notadamente o CD14, MD-2 e TLR4, os quais provocam uma secreg¢ao de citocinas
pos inflamatérios?S.

A EC ocorre no utero*’, porém as artérias e veias uterinas transportam
produtos bacterianos e mediadores inflamatorios do Utero para os ovarios*,
resultando em alteragdes das suas fungdes como a desaceleracdo do crescimento
folicular, prejudicando a ovulagdo e alterando a cronologia do ciclo ovariano®’.
Estudos indicam que agentes infecciosos podem permanecer no utero e ovarios
mesmo apos o tratamento da doenca, contribuindo para a infertilidade*®. Os
mediadores inflamatoérios localizados no utero, especificamente no endométrio,
seguem em direcdo ao fluido folicular e se concentram nos mesmos®.
Consequentemente, uma diminuicdo na qualidade do fluido folicular, interfere na
fungdo ovariana, e consequentemente na fertilidade®'®?, tendo sido também

observado a colonizagdo microbiana e alteragdo de citotocinas®3.

O LPS e agdes sobre o foliculo ovariano em animais mamiferos de grande porte:

A secregdo de LPS pelas bactérias provocam um efeito direto no foliculo54%°,
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Fatores como lutedlise parcial devido ao LH reduzido, diminuicdo nos niveis de
estradiol pelo foliculo e de progesterona pelo corpo luteo, mesmo em quadros
leves®, leva a uma diminuigdo do crescimento folicular, ndo maturagdo do odcito,
entre outros problemas®. Segundo Herath et al. (2007)%, assim como no
endométrio, foram encontrados macréfagos na parede dos foliculos e no corpo luteo,

confirmando a migragao de células imunes nos casos de EC.

Células da granulosa oocitaria e receptores inflamatérios da Endometrite Crénica em
animais mamiferos de grande porte:

As células da granulosa desempenham um papel crucial na deteccéo de
infeccbes bacterianas, uma vez que expressam receptores como TLR4, conjunto
com cluster de diferenciagao 14 (CD14) e o fator de diferenciagao mieldide-2 (MD-2).
A ativagdo desses receptores reduz a produgdo de estradiol®'%8%° e desencadeia
uma resposta imune contra as bactérias gram negativas®®. Esse processo interfere
na
meiose oocitaria® alterando o transcriptoma das células da granulosa mesmo apos
a resolucdo da doenga*®. Segundo Bromfield & Sheldon (2011)%°, a maturagédo do
complexo cumulus oophurus necessaria para a ovulacdo também é perturbada,

induzindo a expansao do cumulus na auséncia de sinalizagdo de gonadotrofinas.

Endometrite Crdnica e alteragdes oocitaria em animais mamiferos de grande porte:

Por se tratar de uma doencga crénica, de tempo prolongado, a inflamagao
persistente promove danos aos gametas e zigotos, consequentemente aos ciclos
reprodutivos®!. Durante a gametogénese, a meiose é interrompida na metafase Il,
prejudicando a formagao do nucleo, citoplasma oocitario, ovulagao, fertilizacdo e
divisbes celulares pré-embrionariast?.62.63.64,

A EC pode alterar o ambiente uterino e a fungéo ovariana® diminuindo a
qualidade e quantidade de odcitos, com menos zigotos clivados que desenvolvem
até o estagio de mérula®’. A presenga de LPS interfere na maturagéo do odcito e no
seu desenvolvimento, aumentando a falha na quebra da vesicula germinativa e
formacado anormal do fuso, extrusdo do primeiro corpusculo polar, e metilacdo do
DNA, favorecendo a apoptose 606768,

Existem diferentes abordagens para tratar a EC, mas é preciso que haja
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tempo perduravel para restaurar a qualidade dos odcitos e foliculos, ja que a EC

repercute de forma negativa na qualidade dos odcitos e pode deixar sequelas®’.

Endometrite Cronica desenvolvimento embrionario em animais de grande porte:

A EC pode comprometer o desenvolvimento embrionario desde o estagio de
morula até a formacgdo do blastocisto*’, afetando inclusive sua sobrevivéncia devido
a um aumento no indice de apoptose secundario a multinucleagdo®%¢?. Segundo
Kodaman et al. (2004)%8, a presenca de fluidos inflamatdrios nas trompas e no
endométrio interferem na interagdo embrido-endométrio, dificultando a implantacéao.
Dessa forma, a doenga reduz significativamente a viabilidade embrionaria e

compromete a eficiéncia reprodutiva dos animais afetados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho de estudo

Trata-se de um estudo piloto, observacional, longitudinal, quantitativo,
retrospectivo de caso-controle, pareado e que investigou se ha uma associagao
entre a Endometrite Crdnica e o impacto na maturagao do odcito e desenvolvimento
e qualidade do embrido.

O tamanho da amostra foi determinado por amostragem de conveniéncia, a
partir dos prontuarios disponiveis. O alto custo do teste molecular (teste de ALICE) e
o fato do teste ndo ser coberto por planos de saude, ainda € um fator limitante de

acesso ao teste considerado de alta precisao, o que restringe o tamanho amostral.

4.2 Local e periodo do estudo

A coleta de dados foi realizada na Clinica Mater Prime e no Laboratério de
Reprodu¢do Humana Assistida Mater Lab, ambos localizados na cidade de Sao
Paulo no periodo de 16 de dezembro de 2023 e 14 de margo de 2024.

4.3 Populacgao do estudo e definigao da amostra

Foram incluidas 70 mulheres (35 sem Endometrite Crdnica e 35 com
Endometrite Crdnica) entre 28 e 46 anos que foram submetidas ao teste ALICE entre
junho de 2018 a novembro de 2023 e a fertilizacdo in vitro com injecao
intracitoplasmatica de espermatozoides entre abril de 2018 e setembro de 2023, com
0 objetivo de avaliar a maturagdo oocitaria e desenvolvimento e qualidade dos

embrides de mulheres com e sem a patologia.

4.4 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo estabelecidos para o grupo de Endometrite Crdnica
foram mulheres entre 28 e 46 anos de idade que realizaram a fertilizagao in vitro
com injecgéo intracitoplasmatica de espermatozoide; Odcitos, embrides e blastocistos
homologos; Embrides a fresco e pacientes com o diagndstico positivo para
Endometrite Crdnica pelo teste molecular (teste de ALICE) apés bidépsia endometrial.

No grupo sem Endometrite Cronica foram selecionadas mulheres entre 28 e
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46 anos de idade que realizaram a fertilizagcdo in vitro com injecédo
intracitoplasmatica de espermatozoide; Odcitos, embrides e blastocistos homdlogos;
Embrides a fresco e pacientes com o diagndstico para Endometrite Crénica
descartado pelo teste molecular (teste de ALICE) apds bidpsia endometrial.

Os critérios de exclusdo determinados para os dois grupos analisados foram
prontuarios incompletos; Pacientes com intervalo de tempo com mais um ano entre o
diagnostico de Endometrite Cronica e fertilizagdo in vitro com injegao
intracitoplasmatica de espermatozoide; Odcitos, embrides e blastocistos
desvitrificados e blastocistos em estagios iniciais (classificados como B1 e B2 - visto
que nao sao utilizados de rotina nem para transferéncia de embrido e nem para

criopreservagao ou biépsia embrionaria).

4.5 Instrumentos de pesquisa

Os dados foram extraidos pela pesquisadora a partir dos prontuarios e laudos
digitais disponibilizados, contendo informagdes sobre o teste de ALICE, os quais
foram armazenados no software Redcap, transferidos para o Excel versao 2504 e,

posteriormente, exportados para o software SPSS para analise.

4.6 Definicao e anadlise das variaveis
Definicao das variaveis:

As variaveis selecionadas para o estudo envolveram dados
clinicos/ginecoldgicos relacionados a fertilidade e dados laboratoriais do processo de
FIV, sendo eles:

Dados clinicos/ginecoldgicos: Dosagem de horménio anti-mulleriano (AMH) -
exame de sangue para avaliar a reserva ovariana da mulher. Este exame possui
validacdo com alta sensibilidade e especificidade em todos os testes homologados;
Contagem de foliculos antrais - realizado por profissionais capacitados entre o
segundo e terceiro dia da menstruacgao; Fator de infertilidade feminina e masculina;
Idade da mulher e do parceiro; Dias de indugdo ovariana; Dose total de
gonadotrofina utilizada para o estimulo ovariano; Protocolo analogo / antagonista /
estimulac&o ovariana com uso de progestagenos (PPOS) e tipo de trigger utilizado -
gonadotrofina coridnica humana (hCG) / analogo-agonista do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) / dual trigger (hCG + GnRH)
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Dados laboratoriais: Fertilizagdo in vitro com injecédo intracitoplasmatica de
espermatozoide (FIV-ICSI),maturacdo oocitaria e desenvolvimento / qualidade dos
embrides nos estagios de D3 e blastocistos.

O presente estudo analisou os prontuarios das mulheres que foram
submetidas ao teste molecular (teste de ALICE) detectando as bactérias gram-
positivas e gram- negativas causadoras da Endometrite Crbnica como
Enterobacteriaceae, Escherichia, Klebsiella, Chlamydia, Mycoplasma, Neisseria,
Ureaplasma, Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Mycoplasma genitalium,
Streptococcus agalactiae group B/ Streptococcus viridan e/ou Staphylococcus
aureus, dessa forma, identificando a presenca ou auséncia de EC nas pacientes
avaliadas.

Foram avaliados os aspectos laboratoriais relacionados a maturagao oocitaria
e desenvolvimento e qualidade dos embrides até a fase de blastocistos como

demonstrado no Quadro 1:

Quadro 1. Analise diaria dos parametros laboratoriais dos odcitos, zigotos, embrides

e blastocistos de mulheres sem e com Endometrite Cronica.

Odcitos degenerados; andmalos; dismorfismo; membrana rota; vesicula
Dia 0 germinativa; metafase l; metafase I; alteragbes no
(Odcitos) citoplasma;

alteragcdes na zona pelucida.

Células degeneradas; auséncia de desenvolvimento; fertilizagdo
(zigotos); falha de fertilizagdo; presenca de 2 células; 1 pronucleo; 3
Dia 1

. pronucleos; pronucleo nao visualizado; 1 corpusculo polar; 2
(Zigotos)

corpusculos polares.
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Quadro 1. Andlise diaria dos parametros laboratoriais dos odcitos, zigotos, embrides

e blastocistos de mulheres sem e com Endometrite Crdnica (continuagao).

Falha de fertilizacdo; células degeneradas; auséncia de
desenvolvimento; formagdo de morula; embrides que conseguiram se
Dia 3 desenvolver;, embrides com boa qualidade; embrides com qualidade
(Embrides) [uim; compactagao inicial, compactagao parcial ou compactacao

completa

Presenga de blastocisto; falha de desenvolvimento até o estagio de

Dias 5 e 6 |blastocisto; qualidade boa, regular ou ruim; compactacgao inicial, parcial

(Blastocistos)ou completa; e parada no estagio de morula.

Os embrides foram cultivados em grupos, em meio continuo da Global
(CooperSurgical™) ou CSCm NX (Irvine™), a 37° graus, com 6leo de alta densidade

da Kitazato™ ou Global™ e incubadora da KSystem G210 ou Minc Cook.

Analise das variaveis:

Nos Quadros 2 e 3, sao descritas as variaveis que sao consideradas
favoraveis e desfavoraveis para cada estagio do desenvolvimento oocitario e
embrionario, sendo considerado variaveis favoraveis relacionados a boa qualidade e

desenvolvimento adequado do odcito e do embrido:

Quadro 2. Variaveis favoraveis.

Dia 0 .
. Odcitos em metafase |l
(Odcitos)
Dia 1 Fertilizacdo (zigotos)
ertilizagao (zigotos
(Zigotos) J
Dia 3 Embrides que conseguiram se desenvolver com classificagdo top

(Embrides) |quality ou de boa qualidade

Dias 5e 6

_ Presenca de blastocisto com boa qualidade ou qualidade regular
(Blastocistos)
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Quadro 3. Variaveis desfavoraveis.

Dia 0

Odcitos degenerados; andmalos; dismorfismo, membrana rota; vesicula
germinativa; metafase |; alteragbes no citoplasma; alteragcbes na zona

pelucida.

Dia 1

Células degeneradas; auséncia de desenvolvimento; falha de fertilizagao;
presenca de 2 ceélulas; 1 pronucleo; 3 pronucleos; pronucleo néao

visualizado; 1 corpusculo polar; 2 corpusculos polares.

Dia 3

Falha de fertilizagao; células degeneradas; auséncia de desenvolvimento;
formacdo de moérula; qualidade ruim; compactacdo inicial, parcial ou

completa.

Dias5e 6

Falha de desenvolvimento até o estagio de blastocisto; qualidade ruim;

compactagao inicial, parcial ou completa; e parada no estagio de moérula.

4.7 Classificagoes utilizadas pela pesquisadora

Para permitir a comparagdo entre grupos, a maturagdo dos oocitos e o

desenvolvimento e a qualidade dos embrides até o estagio de blastocisto (do dia O

ao dia 6) foram analisados de acordo com:

Consenso de Istambul (odcitos, zigotos, embrides)'s;

Consenso de ASEBIR (qualidade dos embrides no D3)'8;

Sistema de classificagdo de blastocistos de Gardner (blastocistos)'® ;

Sistema simplificado de pontuagdo de blastocistos pela Society for Assisted

Reproductive Technology - SART (qualidade do blastocisto)®°.

4.8 Definigoes das classificagoes

Consenso de Istambul

O Consenso de Istambul define padrbes para avaliar os odcitos, zigotos,

embrides e mérulas, ressaltando certas caracteristicas morfolégicas e como eles se

desenvolvem nos dias subsequentes a fertilizagao'. Este Consenso uniformiza as




avaliacoes,
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facilitando comparagcbes exatas entre diversos laboratérios e

pesquisas’®, destacando a necessidade de observar aspectos morfoldgicos do

desenvolvimento, conforme apresentado no Quadro 4:

Quadro 4. Parametros morfolégicos intra e extracelulares dos odcitos, zigotos e

embrides de acordo com o Consenso de Istambul

Dia 0

Complexo cumulos oophurus; vacudlos; espacgo perivitelinico; corpos
refratarios; granulagdes; formato; tamanho; cor folicular; maturagao

oocitaria (vesicula germinativa, metafase |, metafase Il); tamanho do

(Odcito) 00cito; aglomerado de reticulo endoplasmatico liso; zona pelucida;

citoplasma; e corpusculo polar.

Dia 1

. _ [Tamanho do zigoto;, posicdo do pronucleo; corpos precursores
Fertilizacdo . o ) ]

. nucleolares; halo citoplasmatico; e numero de pronucleos.

(Zigoto)
. Simetria (numero de células); clivagem precoce; fragmentagao;
ia
i tamanho da célula; multinucleacéo; clivagem anormal;
(Embriao)
e compactacgéo.
Dia 4 Cavitacao e compactacao; simetria; e quantidade de blastdbmeros nos

(Mérula) lembrides durante a fase de clivagem.

Consenso de ASEBIR (Asociacion para el Estudio de la Biologia de la
Reproduccion)

O sistema de classificagdao desenvolvido pela Asociacion para el Estudio de la
Biologia de la Reproducciéon (ASEBIR) é usado na Espanha para avaliar a qualidade
dos odcitos, zigotos e embrides’®. Essas avaliagbes sdo baseadas em diversos
critérios morfolégicos que abrangem tanto as caracteristicas do citoplasma quanto
extracitoplasmatica, como a morfologia dos pronucleos nos zigotos, e aspectos
relacionados a simetria (células), fragmentacdo (grau) e multinucleagdo nos
embrides durante os estagios de clivagem, sendo agrupada em quatro categorias’®,

como mostrado o Quadro 5:
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Quadro 5. Parametros morfolégicos para definir a qualidade dos odcitos, zigotos e
embrides de acordo com o Consenso de ASEBIR (Asociaciéon para el Estudio de la

Biologia de la Reproduccion)

Grau A Top quality
= 6 células
Grau B Qualidade boa
Grau C Qualidade prejudicada
< 6 células
Grau D Qualidade ruim; inapto (inclui embrides multinucleados)

Sistema de classificacdo de blastocistos de Gardner

Desenvolvido por David Gardner e Mark Schoolcraft’® ¢ utilizado para
classificar blastocistos. Categoriza o embrido de acordo com o estagio de expansao
da blastocele em uma escala de 1 a 6, além da quantidade de células e a adesao da
massa celular interna (MCI) e do trofectoderma (TE) com notas que vao de A
(superior) a C (inferior), como descrito nos Quadros 6, 7 e 8. O objetivo principal é

estimar o potencial embrionario de implantacéo.

Quadro 6. Blastocele de acordo com Sistema de classificagdo de blastocistos de

Gardner
Classificagao Blastocele
1 Blastocisto inicial com cavidade <50%
2 Blastocisto com cavidade ocupando menos de 50%
3 Blastocisto com cavidade completa
4 Blastocisto expandido. Embrido aumenta com zona pelucida fina.

Quadro 7. Massa celular interna de acordo com Sistema de classificagdo de
blastocistos de Gardner

Classificagao Massa celular interna
A Células numerosas aderidas
B Muitas células, pouco aderidas

C Poucas células
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Quadro 8. Trofectoderma de acordo com Sistema de classificagdo de blastocistos de

Gardner
Classificacao Trofectoderma
A Muitas células organizadas
B Muitas células pouco aderidas
C Poucas células

Sistema simplificado de pontuacédo de embrides - SART

O sistema simplificado de pontuacdo de embrides desenvolvido pela Society
for Assisted Reproductive Technology (SART) é adotado para avaliar a qualidade de
embrides nos estagios de clivagem e blastocistos. Essa classificacdo. divide os
blastocistos em trés categorias principais: bom, regular e ruim, como demonstrado
no Quadro 9. Essa categorizagdo € fundamentada na observagdo da morfologia do
blastocisto a partir da classificacdo de Gardner'®, em critérios como o nimero de
células, o grau de fragmentagcao, a simetria dos blastdbmeros nos estagios iniciais,
bem como a qualidade da MCI e do trofectoderma (TE) nos estagios de

blastocisto®®.

Quadro 9. Parametros morfolégicos para definir a qualidade dos blastocistos de

acordo com o Sistema simplificado de pontuagao de embrides - SART

Classificacao de Gardner
SART
(massa celular interna + trofectoderma)
AA ou AB Blastocisto de boa qualidade (SART 1)
BA, BB ou BC Blastocisto de qualidade regular (SART 2)
CBouCC Blastocisto de qualidade ruim (SART 3)

4.9 Definigao e diagnéstico laboratorial da Endometrite Cronica

O teste de ALICE é um exame molecular capaz de detectar qualitativa e
quantitativamente o RNA bacteriano associado a Endometrite Cronica®. O
diagnostico é realizado por meio de uma bidpsia endometrial guiada por
histeroscopia, permitindo a obtengdo de amostras de tecidos e fluidos
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endometriais?®. O material bioldgico coletado passa por um processo de extragéo de
DNA, seguido da amplificagdo do gene ribossdmico 16S bacteriano via RT-PCR?.
Posteriormente, o sequenciamento de nova geragédo (NGS) possibilita a analise de 7

das 9 regides hipervariaveis, aumentando a precisdo diagndstica.

4.10 Anadlise estatistica

Os testes de Kolmogorov-Smirnov e/ou Shapiro-Wilk foram utilizados para
checar se as variaveis analisadas apresentavam distribuicdo normal ou n&o. Os
testes paramétricos T-Student ou ANOVA foram utilizados para comparar as
variaveis continuas com distribuicdo normal. Ja o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney U foi utilizado para as variaveis continuas que ndo seguiam uma
distribuicdo normal. No caso das variaveis categoricas, o teste exato de fisher e qui-
quadrado foram aplicados. Todas as analises estatisticas foram realizadas através
do software SPSS v24.

4.11 Aspectos éticos

Este estudo atendeu as normas para realizagdo de pesquisa em seres
humanos, de acordo com as resolucdes 466/12 e 510/2016, do Conselho Nacional
de Saude. Além disso, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com o
numero CAAE: 75097923.7.0000.5544.
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5 RESULTADOS

Inicialmente, 114 prontuarios foram identificados, porém 44 foram excluidos
por: registros incompletos; intervalo de tempo entre o diagndstico de EC e a FIV
superior a um ano; oocitos, embrides e blastocistos desvitrificados; e blastocistos
“‘jovens” (classificados como B1 e B2). Sendo assim, a populagédo totalizou 70
mulheres entre 28 e 46 anos de idade. Os parceiros das pacientes possuiam entre
27 e 68 anos de idade.

Conforme a tabela 1, os dados apresentaram que 34 (97,1%) mulheres sem
EC e 29 (82,9%) das mulheres com EC possuem algum outro fator de infertilidade (p
= 0,776). Mulheres sem EC possuem 15 (42,9%) parceiros com infertilidade e
mulheres com EC possuem 18 (51,4%) parceiros com o diagnostico de infertilidade
masculina (p = 0,600).

A média de idade das mulheres sem EC foi de 37,4 anos versus 36,1 anos de
idade comparado aquelas com EC (p = 0,109). Os parceiros apresentaram, em
média, 39,9 anos de idade no grupo sem EC e 40,5 anos de idade no grupo com EC
(p=0,512).

A contagem dos foliculos antrais mostrou uma média de 13 foliculos no grupo
controle e 14 foliculos nas mulheres com EC (p = 0,940). Ja a dosagem do horménio
antimalleriano, em média, foi de 1,79 ng/ml no grupo controle e 2,20 ng/ml no grupo
caso (p = 0,637).

A duracado média do estimulo ovariano no grupo controle foi de 12 dias, nos
quais as mulheres receberam uma média de 2667 Ul de gonadotrofinas versus 11
dias de estimulo e 2350 Ul de gonadotrofinas nas mulheres com EC (p = 0,205; p =
0,108, respectivamente). O protocolo curto com antagonista do GnRH predominou
em ambos os grupos, sendo aplicado em 26 (74,3%) mulheres sem EC e em 33
(94,3%) mulheres com EC (p = 0,022). O protocolo PPOS foi utilizado apenas em 7
(20%) mulheres sem EC (p = 0,006). Por fim, protocolo longo com analogo de GnRH
foi utilizado em 2 (5,7%) mulheres sem EC e 1 (2,9%) com mulher EC (p = 0,500).

Para realizar a maturagao final dos odcitos, o uso do dual trigger no grupo
sem EC foi de 16 (45,7%) mulheres em comparacéo a 11 (31,4%) mulheres do
grupo com EC (p = 0,220). O uso do analogo agonista do GnRH foi aplicado em 10
(28,6%) mulheres do grupo sem EC e 13 (37,1%) do grupo com EC (p = 0,445). Ja o
hCG foi utilizado em 9 (25,7%) mulheres do grupo sem EC e em 10 (28,6%)
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mulheres do grupo com EC (p = 0,788).

Apenas os protocolos PPOS e antagonista apresentaram diferenca
estatisticamente significativa, devido ao fato do protocolo de PPOS ter sido descrito
e adotado mais recentemente nas clinicas de reprodugdo humana. Esse protocolo
mostra taxas de sucesso comparaveis aos protocolos classicos com agonista ou

antagonista.

Tabela 1: Dados clinicos de mulheres sem e com Endometrite Crbnica que

realizaram FIV.

Sem EC Com EC p-valor
N (%) N (%)
Infertilidade feminina 34 (97,1%) 29 (82,9%) 0,776*
Infertilidade masculina 15 (42,9%) 18 (51,4%) 0,600*
Idade da mulher (média) 37,4 36,1 0,109**
Idade do parceiro (média) 39,9 40,5 0,512***
Contagem dos foliculos antrais (média) 13 14 0,940***
Dosagem do AMH (média) 1,79 2,20 0,637
Dias de estimulo ovariano (média) 12 11 0,205***
Dosagem total de gonadotrofina (média) 2667 2350 0,108**
Protocolo utilizado
Analogo 2 (5,7%) 1(2,9%) 0,500%***
Antagonista 26 (74,3%) 33 (94,3%) 0,022*
PPOS 7 (20%) - (0%) 0,006****
Trigger
Dual Trigger 16 (45,7%) 11 (31,4%) 0,220*
hCG 9 (25,7%) 10 (28,6%) 0,788*
Anélogo-Agonista do GnRH 10 (28,6%) 13 (37,1%) 0,445*

* Teste Qui-Quadrado

** Teste ANOVA

*** Teste Mann-Whitney
**** Teste exato de Fisher

Em negrito: achados estatisticamente significativos
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A tabela 2 mostra que foram coletados 472 odcitos das pacientes sem EC e
435 odcitos das pacientes com EC (p=0,343). Desses odcitos coletados, 345 (73%)
no grupo sem EC e 310 (72%) no grupo com EC apresentaram odcitos maduros
(metafase Il) (p = 0,544). As taxas de fertilizagdo foram de 83% nas mulheres sem
EC e 81% naquelas com EC (p = 0,767).

A proporgao de embrides no dia 3 foi de 287 (99%) no grupo de mulheres sem
EC e 250 (99%) no grupo com EC (p = 0,158). Desses embrides, 234 (81%) foram
classificados como top quality ou boa qualidade no grupo de mulheres sem EC e 184
(74%) nas mulheres com EC (p=0,227).

A proporgcao de embrides que chegaram até o estagio de blastocisto foi de
171 (60%) no grupo sem EC e 134 (53%) no grupo com EC (p=0,040). Das
pacientes sem EC, 72 (42%) blastocistos foram classificados como sendo de boa
qualidade, 83 (48%) blastocistos de qualidade moderada e 16 (9%) de qualidade
ruim. Ja nas pacientes com EC, 54 (40%) blastocistos apresentaram-se como boa
qualidade, 63 (47%) blastocistos de qualidade moderada e 17 (12%) blastocistos de
qualidade ruim (p=0,535; p=0,995; p=0,607 respectivamente).

Somente o total de blastocistos apresentou diferenca estatisticamente

significativa.

Tabela 2: Distribuicdo de odcitos, fertilizacdes, embrides e blastocistos em mulheres

sem e com Endometrite Crdnica que realizaram o teste de ALICE e FIV.

Sem EC Com EC p-valor***
N (%) N (%)

Odcitos coletados 472 435 0,343
Odcito em metafase Il 345 (73%) 310 (72%) 0,544
Fertilizagdo (zigotos) 288 (83%) 251 (81%) 0,767

Total de embrides do dia 3 287 (99%) 250 (99%) 0,158

Embrides top quality/boa qualidade 234 (81%) 184 (74%) 0,227
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Tabela 2: Distribuicdo de odcitos, fertilizacbes, embrides e blastocistos em mulheres

sem e com Endometrite Cronica que realizaram o teste de ALICE e FIV

(continuagao).

Sem EC ComEC p-valor=**
N (%) N (%)
Total de blastocistos dos dias 5 e 6 171 (60%) 134 (53%) 0,040
SART 1 (boa qualidade) 72 (42%) 54 (40%) 0,535
SART 2 (qualidade regular) 83 (48%) 63 (47%) 0,995
SART 3 (qualidade ruim) 16 (9%) 17 (12%) 0,607

***Teste Mann-Whitney

Em negrito: achados estatisticamente significantivos
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6 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a presenga da EC, diagnosticada por um teste
com alta sensibilidade e especificidade maiores que 90%, envolvendo o RT-PCR, o
Next- Generation Sequencing e analise das hipervariaveis, como € o caso do teste
molecular ALICE, nao interfere na maturagao oocitaria, nem no desenvolvimento e
qualidade embrionaria tanto para embrides no dia 3, quanto em estagio de
blastocisto.

No dia 0 (dia da puncgéo ovariana), apés a denudacao dos 6vulos seguida da
avaliacdo da maturacdo oocitaria e da injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide, foi verificado um numero similar odcitos totais e o6citos maduros
(MIl) de pacientes com e sem EC, o que sugere dizer que a presenga da patologia
nao influenciou significativamente a funcdo ovariana, no que diz respeito ao
desenvolvimento e maturagao do odcito.

Diferente do observado nesse estudo piloto, modelos experimentais em
animais sugerem que a EC, através de mediadores endogenos da inflamagdo como
prostaglandinas, citocinas e lipopolissacarideo (LPS), prejudica a produgdo hormonal
assim como a maturagdo do odcito e a ovulagdo®*. A Endometrite Cronica é
reconhecida como uma das principais causas de subfertilidade em bovinos uma vez
que afeta negativamente diversas etapas do processo reprodutivo. Dentre essas, a
maturagao oocitaria desempenha um papel crucial, sendo um pré-requisito para a
fertilizacdo bem-sucedida e o desenvolvimento embrionario inicial. Importa salientar
que essa inflamagao persistente do endométrio gera um ambiente uterino hostil, que
pode comprometer a fungdo ovariana e, consequentemente, a qualidade dos
odcitos*”. A andlise transcriptdmica de odcitos provenientes de animais estimulados
com endometrite crénica também revela alteracbes importantes na expressao de
genes relacionados a divisdo celular, apoptose e reparo do DNA. Tais achados
sugerem que a inflamagao cronica modifica os processos moleculares intrinsecos a
maturagdo oocitaria, comprometendo sua competéncia para o desenvolvimento’®.

Quanto a fertilizagdo (dia 1), observou-se que ndo ha comprometimento da
proporg¢ao dos odcitos que foram fertilizados em ambos os grupos, sendo assim, as
taxas dos zigotos se mantiveram similares, apresentando 02 corpusculos polares e
02 pronucleos (01 contendo informagdes genéticas do pai e outro da mée).

Estudos in vitro em animais de Mackenzie J Dickson et al. (2020)*’ citam que


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dickson%20MJ%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dickson%20MJ%5BAuthor%5D
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a Endometrite Crbnica reduz a qualidade e quantidade de odcitos obtidos,
consequentemente com menos zigotos clivados. De acordo com Bromfield et al.
(2011)%3, a exposigdo ao LPS no odcito em metafase Il resulta na perda da protegdo
das gonadotrofinas, afetando o desenvolvimento do novo zigoto. Segundo
Sidashova et al. (2024)"', a EC afeta negativamente diversas etapas do processo
reprodutivo. Entre essas etapas, a formagao e o desenvolvimento inicial dos zigotos
sao vulneraveis aos efeitos adversos dessa condi¢cdo inflamatoria. Umer et al.
(2022)7? indicam que a inflamagdo uterina decorrente da EC esta associada a
alteragdes na fungdo ovariana, incluindo a maturagdo dos odcitos, o que pode
resultar em odcitos de menor qualidade, além de gerar uma menor formagao de
zigotos.

O presente estudo identificou que embrides de dia 3, de ambos o0s grupos,
apresentaram o mesmo potencial de desenvolvimento, com quantidade e qualidade
dos embrides de D3 similares entre os grupos. Apesar da Endometrite Cronica poder
influenciar em alguns aspectos morfologicos dos embrides conforme descrito em
alguns modelos animais, neste estudo esses achados foram refutados, indicando
que os embrides conseguem superar os efeitos negativos da Endometrite Crénica e
manter a qualidade embrionaria.

Em pesquisas in vitro de modelos animais, Robert O. Gilbert (2011)%° relata
que a Endometrite Cronica pode afetar a progressdo e o desenvolvimento
embrionario até a fase de blastocisto, reduzindo também a sua sobrevivéncia.
Conforme Dobos et al. (2022)73, apds a fertilizagdo, o embrido passa por divisdes
celulares rapidas e mudangas metabdlicas que requerem um ambiente uterino e
tubario estaveis e propicios. No entanto, em casos de inflamacado cronica, o
ambiente uterino e tubario € comprometido, 0 que pode levar a alteracbes no
desenvolvimento embrionario. De acordo com Umer et al. (2022)7?, ha alteragdo no
perfil de secregbes que servem como substratos metabdlicos para o embrido,
privando o embrido de nutrientes essenciais para sua progressao até os estagios
mais avangados, como moérula e blastocisto.

Neste estudo piloto em humanos, a inflamagdo endometrial influenciou
discretamente na quantidade dos blastocistos de dias 5 e 6 das pacientes com
Endometrite Cronica, fato que deve ser obsrvado com cuidado devido ao baixo
numero amostral e estatistica marginal. De toda forma, os blastocistos das

pacientes que possuem a patologia apresentaram boa expansdo de blastocele e
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uma boa classificagéo do trofectoderma que dara origem a futura placenta. O estudo
demonstrou também que aqueles embrides que progrediram para o estagio de
blastocisto apresentaram as caracteristicas morfolégicas relacionadas a um bom
potencial de implantagdo de acordo com a Classificagdo de Gardner, bem como uma
qualidade dos blastocistos comparaveis de acordo com os critérios do sistema
simplificado de pontuagao SART.

Em estudos in vitro em animais de grande porte, Soto P et al. (2003)%2
enfatizaram que células embrionarias afetadas pela Endometrite Crbnica que
conseguem chegar a blastocisto, demonstram um aumento no indice de apoptose
devido a multinucleagdo. Segundo Buzzaccarini et al. (2020)"4, os blastocistos
oriundos de ambientes inflamatdérios apresentam anomalias no desenvolvimento. Os
autores relataram que blastocistos formados em condigbes de estresse oxidativo
induzido por Endometrite Crbnica exibem alteragcbes morfolégicas e metabdlicas,
como redugao do numero de células da massa celular interna e aumento das taxas
de apoptose. Portanto, Buzzaccarini et al. (2020)’4, concluem que a Endometrite
Crénica interfere ndo apenas na formagao do blastocisto, mas também em sua
capacidade de sobreviver e implantar. Ao conduzirem analises transcriptémicas,
Oladejo et al. (2020)"7, revelaram a supressdo de genes associados ao transporte de
nutrientes e a regulagdo do ciclo celular, enquanto os genes relacionados ao
estresse celular estavam super expressos, ou seja, existe uma baixa atividade nos
genes relacionadas aos nutrientes e ciclos celulares e ha alta atividade nos genes
que respondem aos danos causadores da inflamacado, afetando diretamente o
desenvolvimento e a qualidade dos blastocistos.

A auséncia de efeitos observados no nosso estudo piloto pode estar
associada ao fato da FIV ser realizada em um ambiente in vitro e totalmente
controlado, fora do organismo feminino e dos 6rgaos que estédo diretamente afetados
pelo LPS como ocorre in vivo. No entanto, esses resultados nao excluem a
possibilidade de que a EC possa impactar outros desfechos reprodutivos, como por
exemplo, a taxa de implantagdo embrionaria, taxa de gravidez clinica evolutiva ou
até mesmo o indice de abortos. Importante salientar que, por se tratar de um estudo
piloto retrospectivo e com amostra reduzida, algumas limitagbes devem ser
reconhecidas. O viés de seleg¢ao pode influenciar os resultados, pois os dados foram
obtidos a partir de registros clinicos ja existentes. Além disso, o tamanho amostral

limitado reduz o poder estatistico das analises e pode limitar a reprodutibilidade dos
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achados em populagbes maiores e mais diversas. A auséncia de randomizagao
também impede o controle total de variaveis de confusdo, o que pode impactar a

robustez das conclusoes.
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7 CONCLUSAO

Este estudo revelou que, ao contrario da hipétese baseada em estudos in
vitro com modelos animais, a EC diagnosticada pelo teste molecular de ALICE, nao
comprometeu a maturagdo oocitaria nem a qualidade e o desenvolvimento

embrionario em mulheres submetidas a FIV com ICSI.

Os dados sugerem que a estimulagdo ovariana e a FIV nao precisam ser
adiadas frente a um diagndstico de EC, visto que a microbiota uterina alterada nao
parece afetar os odcitos e embrides nos ciclos de FIV com ICSI. Isso possibilita
maior eficiéncia no tratamento da infertilidade, reduzindo tempo e custos, e reforca
abordagens baseadas em evidéncias, além de diminuir a sobrecarga psicoldgica

associada ao tratamento.

Seria muito importante comprovar os achados deste estudo piloto em novos
estudos com amostras maiores, preferencialmente prospectivos e randomizados, a
fim de validar essas descobertas e aprofundar o entendimento sobre o real impacto

da EC nos tratamentos de reproducéao assistida.
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APENDICES

Apéndice A - Consenso de ASEBIR (Asociacion para el Estudio de la Biologia
de la Reproduccién)

Table | ASEBIR embryo assessment criteria (for confirmation by individual laboratories, based on existing observations
of implantation potential).

Grade Day Cell number Fragmentation (%) Symmetry Multi-nucleation Vacuoles Zona Pellucida
A 2 4 <10* Even No No Normal
3 4(d2) —7-8 (d3) <l10? Even No No Normal
B 2 2o0r5 <26 Even No No Normal
4 11-25° Even No No Normal
3 4(d2) —7-8 (d3) 11-25* Even No No Normal
4(d2) — =9 (d3) <26 Even No No Normal
C 2 2-6 26-35* Uneven No Few Abnormal®
3oré <35° Uneven No Few Abnormal®
3 2, 4,6 (d2) — >7(d3) 26-35 Uneven No Few Abnormal®
6(d2) — =8 (d3) <35* Uneven No Few Abnormal®
2 or4 (d2) — 6(d3) <35 Uneven No Few Abnormal®
35(d2) — =6 (d3) <35 Uneven No Few Abnormal®
D 2 lor=>6 =35 Yes Many Abnormal
3 >35 Even Yes Many Abnormal
3 | or >6 (d2) — any number ofcells >35 Yes Many Abnormal
(d3)
Any number of cells (d2) — <6(d3) =35 Yes Many Abnormal
(d2) — (d3), only one additional cell =35 Yes Many Abnormal

“Large fragments (i.e. not dispersed throughout the embryo).
®Without assisted hatching.
“One large and two small blastomeres.

Fonte: The Istanbul consensus workshop on embryo assessment: proceedings of an expert meeting

Cleavage-stage embryo scoring

It was agreed that embryos would be scored in four categories:

A = top quality

B = good quality (not for elective single embryo transfer)

C = impaired embryo quality

D =do not recommend to transfer (includes all multinucleated
embryos).

Fonte: The Istanbul consensus workshop on embryo assessment: proceedings of an expert meeting



Apéndice B - Sistema de classificagao de blastocistos de Gardner

1

Blastocisio
inicial
cavidede <S0%

2

Blastaciste
cavidade ocupa
manot S0

3

Blastocisto
cavidade
completa

4
Blastacisto
gupandido
embrido aumenta
com ZF fina

LN

Massa celular
inteEma

cals numarcas e
aderides

B
muitEs célules
pouto aderidas

C

poucas cilvlas

Trofosctoderma

A

muitEs célulss
organizada

muias celulas
pouco aderidas

C

poucas celulas

Fonte: https://pronucleo.com.br/dica_para paciente/vamos-falar-sobre-morfologia-embrionaria/.

Acesso em: 9 mar. 2025.
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Apéndice C - Sistema simplificado de pontuagao de embrioes SART (Society

for Assisted Reproductive Technology)

Table 2 SART

grade according to SART grade Embryology grade
embryology grading (ICM/TE)
system
Good AA or AB
Fair BA, BB, or BC
Poor CB or CC

Fonte: Fonte: The simplified SART embryo scoring system is highly correlated to implantation and live

birth in single blastocyst transfers
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Apéndice D - Abstract publicado nos anais da revista cientifica Fertility and

Sterility.

Table 1: Pregnancy outcomes in let-FET cycles with vs without stair-stepping vs programmed FET cycles in anovulatory women

Let-FET w/ stair-stepping Let-FET w/o stair-stepping Programmed FET in anov.
All cycles (N = 30) (N = 980) women (N = 668) P-value
Chemical preg 63.3% 75.5% 79.2% 0.04
Clinical preg 56.7% 66.8% 66.3% 051
Ongoing preg 46.7% 57.2% 53.6% 0.21
Chemical Loss 6.7% 8.4% 12.3% 0.03
Clinical loss 10.0% 9.6% 12.7% 0.13
PGT cycles Let-FET with stair-stepping Let-FET without stair-stepping Programmed FET in anovulatory P-value
(N=28) (N =429) women (N = 180)
Chemical preg 75.0% 77.9% 78.4% 097
Clinical preg 75.0% 69.0% 66.2% 0.72
Ongoing preg 62.5% 59.4% 55.6% 0.66
Chemical Loss 0% 8.9% 11.1% 045
Clinical loss 12.5% 9.6% 10.6% 0.90

OBJECTIVE: To study the efficacy of the “stair-step™ protocol in letro-
zole-stimulated frozen embryo transfer (let-FET) cycles.

MATERIALS AND METHODS: Retrospective study in a university
affiliated fertility center including all let-FET and programmed FET
cycles from 2015 to 2024. The stair-step protocol is administered as
follows: letrozole Smg for 5 days in the early follicular phase, fol-
lowed by ultrasound (US) and bloodwork (BW) between cycle day
(CD) 10-12, and if no response, letrozole 7.5mg is administered for
5 days. Stair-stepped cycles were compared with let-FET cycles that
were not stair-stepped and with programmed FET cycles in women
with ovulatory disorders. ANOVA and chi-squared tests were per-
formed, as well as a subgroup analysis including PGT-A cycles only.

RESULTS: 1678 FET cycles were included, with 35 let-FET cycles
that were stair-stepped, 992 let-FET that were not stair-stepped, and
668 programmed FET cycles in anovulatory women . 5/35 (14.3%)
of let-FET cycles with stair-stepping were canceled due to lack of
response vs 12/992 (1.2%) in the non-stair-stepping cycles. The preg-
nancy outcomes were summarized in table 1. Let-FET cycles that were
stair-stepped had lower chemical pregnancy and chemical miscarriage
rates, with similar ongoing pregnancy rates as let-FET cycles that were
not stair-stepped and programmed FET cycles in anovulatory women.
Pregnancy rates were similar between all 3 treatment groups in PGT
cycles.

CONCLUSIONS: Let-FET cycles that required stair-stepping had similar
pregnancy outcomes as all other let-FET cycles and programmed FET cycles
in women with ovulatory disorder.

IMPACT STATEMENT: When anovulatory women fail to respond to the
Smg dose of letrozole in a natural FET cycle, stair-stepping to 7.5mg imme-
diately is a good option. Conversion to a programmed FET cycle is not neces-
sary.

P-396 11:00 AM Tuesday, October 22, 2024

INVESTIGATIONS OF GENETIC VARIANTS IN
DONOR-CONCEIVED PERSONS: A COLLABORATION '.)
BETWEEN THREE LARGE U S. GAMETE L I
BANKS. Kathryn Lockwood, M.S..' Rawan 1. Awwad,

M.S., CGC.” Kara Baldwin, M.S.," Katie Lee Hornberger, B.S., M.SC.,
Lauren Isley, MS, CGC," Suzanne Seitz, MS, MPA, CGC" ' Auburn, NH;
*Birmingham, MI; *California Cryobank by CooperSurgical Inc, Los An-
geles, CA; *Seattle Sperm Bank, Seattle, WA: *CooperSurgical, Trumbull,
CT: °Fairfax Cryobank, Fairfax, VA.

OBJECTIVE: Examine cases of genetic variants in donor-conceived per-
sons (DCPs) that prompted consideration of donor testing, and highlight the
complexity of investigations, challenges in follow-up management, and lim-
itations of donor testing.

MATERIALS AND METHODS: Medical updates in DCPs from three
gamete banks from January 2021 - June 2023 were reviewed to iden-
tify cases of DCPs with positive genetic test results. Non-disjunction
events were excluded. Records related to the investigation and donor
testing were examined. Relevant data was extracted including the
DCP’s test result(s), when the variant was identified (embryo, preg-

FERTIL STERIL®

nancy, postnatally), variant classification, and donor test results, if
available.

RESULTS: One hundred and twenty-one cases of DCP with positive
genetic testing associated with a medical update were identified. These
reports involved 91 DCPs conceived with donor sperm and 30 with
donor egg. Of the 79 (87%) sperm donors tested, 44 (56%) were pos-
itive for the DCP’s findings. Semen was the most common sample type
tested. Most variants were identified postnatally (70%). Of the 17
(57%) egg donors tested, 13 (77%) were positive for the DCP’s find-
ings. Blood was the most common sample type tested. Sixteen variants
(53%) were identified postnatally, with the remaining in a pregnancy
or embryo. Considering both egg and sperm, 56/96 (59%) donors
were positive for the DCP’s variant. Variant interpretation was patho-
genic in 31 (55%) cases and a variant of uncertain significance in 15
(27%) cases.

CONCLUSIONS: Our study highlights the importance of follow-up
molecular investigations on donors to determine inheritance of variants
identified in DCP, as most donors in the data set were positive for the
DCP’s variant, A baseline risk of 3 — 4% exists for a major medical
issue in a child, despite the degree of genetic screening performed,
thus our cohort represents what would be typically observed in the
general population.

Gamete banks must decide whether testing the donor is appropriate and/or
feasible. Factors that contribute to that decision may include: potential health
risks to other DCPs, variant interpretation, inheritance pattern, the affected
DCP’s phenotype, and whether the other gamete source was tested. Sample
availability is also important, as few laboratories offer semen testing, which
may detect gonadal mosaicism.

Positive donor results not only impact management of donor inven-
tory within gamete banks, but also present unique challenges to fam-
ilies who have used the donor as part of their reproductive plans.
Knowledge that the donor has a genetic variant may impact reproduc-
tive decision-making for recipients and the donor. For example, fam-
ilies will need to consider whether to have their children/embryos
tested or opt to change their reproductive plans using stored gametes
given the new information.

IMPACT STATEMENT: Molecular testing on donors following a DCP’s
positive genetic result is valuable, given the effect on donor management
and recipient families. Gamete banks should consider implementing an in-
ternal protocol for these i igations and di ination of relevant infor-
mation.

P-397 11:15 AM Tuesday. October 22, 2024

IMPACT OF CHRONIC ENDOMETRITIS ON EMBRY-

ONIC DEVELOPMENTAL POTENTIAL: EVIDENCE

FROM AN IN VITRO FERTILIZATION CASE-CON-

TROL STUDY. Jamille Ribeiro De Santana, MSc,

Gustavo N. Cecchino, PhD MATER PRIME AND MATER LAB, Sao Paulo,
Brazil.

OBJECTIVE: Different theories suggest that chronic endometritis may
impact in vitro fertilization (IVF) outcomes through alterations in the
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endometrial microbiome. Animal studies indicate additional effects on repro-
ductive biology, including disruptions in cellular meiosis, reductions in
oocyte quality and quantity, and interference in cocyte maturation and em-
bryonic development. This study aims to determine whether chronic endo-
metritis can affect developmental potential of embryos in IVF cycles.
MATERIALS AND METHODS: Retrospective matched case-control
study including 70 patients undergoing IVF cycles at a single center from
April 2018 to September 2023. Patients were divided into two groups based
on the presence or absence of chronic endometritis. Due to the low sensitivity
and specificity of hysteroscopy followed by histological analysis, we
included only patients who underwent an endometrial biopsy followed by
a molecular test involving DNA extraction. The bacterial ribosomal 16S
gene was amplified through reverse transcription followed by polymerase
chain reaction, and its hypervariable regions were analyzed using next-gen-
eration sequencing to detect pathogens associated with endometritis (sensi-
tivity and specificity > 90%). Oocytes and embryos were graded
according to the Istanbul consensus and the Gardner blastocyst grading sys-
tem. Subsequently, day-3 embryos were categorized into two groups based
on their quality: good quality (=6 cells and grade A or B) and low-quality
(<6 cells or grade C). Blastocysts were divided into three groups according

their perception of what patients consider the top attributes within four
PCC categories: Clinic & Procedures, Physician, Clinic staff, Financial Pro-
cess. Patients ranked each attribute during their patient experience - | the
most and 5 the least important. Chi-square statistics were used to assess dif-
ferences in attributes ranked most and slightly important among patients and
clinicians.

RESULTS: Survey responses from patients (1500) and REIs (36) were
compared. For Clinic & Procedures and Physician Attributes, patients and
REIs selected top 4 attributes in common but they differed in ranking of
importance. REIs selected “Coordinated & integrated in my care delivery”
as the most important attribute, and significantly more often than patients
(59.5% vs. 24.0%, p< .01). Similarly, “Physicians Availability™ (35.1% vs.
21.5%, p<.05) and “Offers emotional support™ (18.9% vs. 64%, p<.01)
were significantly more selected by REIs. In contrast, “Delivers effective
treatment (1x)” followed by “Delivers Efficient tx” were significantly
more important for patients than REIs, 66.7% vs. 46.0% (p<.01), 30.5%
vs. 13.5% (p<.05), respectively. “Effective diagnosis explanation” was
significantly more important from the patient perspective (37.0% vs.
10.8%, p<.05). In contrast, REISs selected “Caring demeanor™ significantly
more often than patients (27.0% vs. 14.5%, p< .05). “Effective physician-pa-

to the SART classification. Descriptive statistics and appropriate statistical
tests were conducted using SPSS software.

RESULTS: Groups showed no differences in demographic variables and
cycle parameters. The mean number of mature oocytes retrieved in the endo-
metritis group was 8.6 versus 9.6 in the control (p=0.544). The fertilization
rates was 78% for the endometritis group and 77% in the control group
(p=0.767). The blastulation rates were also similar (57% and 63%;
p=0.366). Similarly, the proportion of good quality day-3 embryos were
similar between groups (77.5% versus 86.5%; p=0.227). Regarding the
simplified SART blastocyst scoring system, there were no significant differ-
ences in the proportion of good (42% versus 45%: p=0.535), moderate (47%
versus 47.5%: p=0.995 ) and low grade (11% versus 7.5%; p=0.607) blasto-
cysts between groups.

CONCLUSIONS: This study found no significant differences in the qual-
ity and developmental potential of embryos between women with and
without chronic end riti dergoing IVF However, it is
important to note that these findings do not rule out the possibility that
chronic endometritis could affect other reproductive outcomes. Limitations
include the retrospective design and the small sample size, which may affect
the generalizability of the results.

IMPACT STATEMENT: This study challenges existing assumptions
derived from animal models by demonstrating that chronic endometritis
may not negatively impact the quality or developmental potential of embryos
in IVF treatments.

SUPPORT: none

P-398 11:30 AM Tuesday, October 22, 2024
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WHAT DO YOUR PATIENTS WANT? EXPECTATIONS
AND DISCREPANCIES IN PATIENT-CENTERED )
CARE (PCC) BETWEEN INFERTILITY PATIENTS ! |
AND  PHYSICIANS. Alice D.  Domar, PhD.

Amber Mendoza, BS,” Allison Catherino, PhD,” Kathleen L. Deering,
PharmD," Victoria Kulbokas, PharmD," Kelly A. Wirka, PhD" 'Inception,
Houston, TX; *Inception Fertility, Houston, TX; *EMD Serono, Rockland,,
MA: “EPI-Q. Inc., Chicago, IL; ’EMD Serono, Rockland, MA USA.

OBJECTIVE: While the concept of (patient-centered care) PCC is not
new, the alig b the US clinicians’ and patients’ perception of
PCC has not been evaluated. The objective of this study was to compare
the perception of PCC between Reproductive Endocrinologists & Infertility
(REI) and infertility patients.

MATERIALS AND METHODS: A survey of patients and REIs was con-
ducted (between 9/23 - 1/24). Infentility patients who had a new patient con-
sult were eligible to participate. Clinicians completed the survey based on

e284 ASRM Abstracts

tient ¢ ication™ and “Individualizes my tx plan™ were selected as the
1" and 2™ most important attributes by REIs, and as the 2™ and 3 attributes
most frequently selected by pati respectively. “Compassion™ and
“Trustworthiness” were the top 2 attributes most frequently selected for Staff
Members by both groups. REISs selected “Compassion™ as the mostimportant
attribute significantly more often than patients (81.1% vs 50.9%, p<.001).
“Cost Transparency™ was the most important attribute across both groups.
However, REls selected “Simplicity & accessibility of billing process”
significantly more often than patients (64.9% vs. 38.3%, p<.01) and as the
second most important attribute in this category. “Cost minimization™ was
ranked as the second most important attribute for patients.

CONCLUSIONS: The results of this study highlight striking differences
between what patients report their PCC needs are, versus what their physi-
cians believe their needs are. Caring for patients may not translate into
knowing precisely how best to provide care. Designing patient-focused
care delivery systems with patient needs in mind is crucial to PCC.

IMPACT STATEMENT: There are significant differences between patient
and clinician perceptions of what constitutes PCC.

SUPPORT: This study was funded by EMD Sereno Inc.

P-400 12:00 PM Tuesday, October 22, 2024

BODY MASS INDEX CLASSIFICATION AND IVF OUT-

COMES  AMONG  ASAN  AMERICAN ‘T

PATIENTS. Rodney Bruno, MD," Brittany Morse, MS,” J
Lauren A. Wise, SC.D.," Nora Khalil, BA," Janice Nam,

MS," Eesha Sachdeva, BA,' Denny Sakkas, PH.D.," Denis A. Vaughan,
MD,” SandyJ. Li, M.D.,” Wendy Kuohung, M.D.” 'Dorchester, MA; *Fra-
mingham, MA; *Boston University School of Public Health, Boston, MA;
*Boston University School of Medicine; *Boston IVE, Waltham, MA; *Bos-
ton University Chobanian & Avedisian School of Medicine, Boston, MA.

OBJECTIVE: The World Health Organization (WHO) developed revised
BMI standards specifically for Asians due to their higher cardiovascular dis-
case risk. We evaluated the extent to which the WHO BMI standards were
more predictive of IVF success than the Centers for Disease Control and Pre-
vention (CDC) BMI standards among Asian American (AA) patients.

MATERIALS AND METHODS: We analyzed data from 564 AA and
2,324 White patients undergoing their first embryo transfers at a large aca-
demic IVF center during 2014-2022. We classified data using two sets of
BMI standards: CDC: <18.5 (underweight), 18.5-24.9 (normal weight),
25-299 (overweight), and >30 (obese) and WHO standards for AA:
<185 (underweight), 18.5-22.9 (normal weight), 23-24.9 (overweight),
and =25 (obese).

The primary outcomes were live birth rate (LBR) and clinical pregnancy
rate (CPR). We excluded cycles with missing data on BMUrace, egg freezing,
TESE sperm, donor egg, PGT-M/SR, a prior pregnancy within 18 months,
and BMI >36 due to low patient numbers. We used age-adjusted log-bino-
mial regression models to estimate risk ratios (RRs) and 95% confidence in-
tervals (Cls).

RESULTS: AA patients had lower CPRs and LBRs compared with White
patients. Among White patients, obesity defined according to the CDC BMI
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Apéndice E - Abstract publicado nos anais da revista cientifica JBRA Assisted

Reproduction

Poster Presentations - Abstracts of the 28" Annual Congress of the SBRA. Floriandpolis/SC - Brazil, 2024 793

Objective: Studies have already indicated that mild
analgesics can disturb reproductive development by acting
as endocrine disruptors, however further research is needed
to investigate their associations with reproductive capacity.
Therefore, our objective is to evaluate the associations
of analgesics consumption on reproductive outcomes of
women undergoing infertility treatment.

Methods: We conduct a prospective cohort study with 98
women (n=125 cycles), between 2018-2021 in South Brazil.
Our study includes women aged 20-40 years, diagnosed
with infertility and indication to undergo in vitro fertilization
treatment (IVF). They responded to baseline questionnaires
regarding their medication use during controlled ovarian
hyperstimulation protocol for IVF (COH). They were
asked specifically about their consumption of paracetamol
(acetaminophen), dipyrone, ibuprofen, acetylsalicylic acid
(AAS) and sodium diclofenac - the most used mild analgesics
by Brazilian population. Reproductive outcomes information
includes laboratory outcomes and clinical outcomes. General
linear models and logistic regression were used to estimate
the associations between each analgesic use during COH
and the continuous and categorical reproductive outcomes.
We also test potential cofounders and adjust the models to
age, BMI and infertility cause (model I) and indication of use
of each analgesic (model II).

Results: The report of paracetamol use during COH was
negatively associated with the embryo quality rate in the
crude model [p=0.01; -16.61(-27.52 to -5.70)], model I
[p=0.01; -16.47(-27.46 to -5.47)] and model II [(p<0.01; -
29.02(-48.88 to -9.16)]. The use of dipyrone was positively
associated with embryo blastulation rate in crude model
[p=0.04; 15.45(0.95 to 29.95)] and model I [p=0.02;
16.70(2.42 to 30.98)], but not in model II. Ibuprofen
consumption during the COH revealed a positive association
with collection rate and a negative association with
fertilization rate in crude model [(p=0.02; 12.21(1.71 to
22.71)), (p=0.02; -12.29(-22.51 to -2.07)) ] and in model
1[(p=0.04; 10.97(0.33 to 21.62)), (p=0.02; -11.69(-21.83
to -1.55))], but no significant association after adjustment
for indication of ibuprofen use (model II). No significant
associations were observed with consumption of AAS or in
relation to clinical reproductive outcomes for any analgesic.
Conclusion: We report associations between analgesic
use and reproductive outcomes, however most of the
associations were not sustain after accounting for
confounding by indication. On the other hand, negative
association of paracetamol use during COH with embryo
quality was observed in all models. However, it is important
to highlight that the infertility conditions of study participants
may result in the use of mild analgesics and that both the
medical conditions per se and the resulting use of analgesics
have a potential to directly affect the outcomes of our study.

P-169. Evaluating the impact
of chronic endometritis on em-
bryo development in IVF cycles: A
case-control study

Jamille Ribeiro Santana?!, Gustavo Nardini Cecchino*

‘Mater Prime and Mater Lab - S3o Paulo - SP - Brazil

Objective: Various theories propose that chronic endometritis
might negatively influence in vitro fertilization (IVF) outcomes
through changes in the endometrial microbiome. Animal studies
suggest that this condition can disrupt cellular meiosis, reduce

oocyte quality and quantity, and hinder oocyte maturation and
embryonic development. This study aims to investigate the
potential impact of chronic endometritis on the developmental
potential of embryos in IVF cycles.

Methods: This retrospective matched case-control study
included 70 patients undergoing IVF cycles at a single center
between April 2018 and September 2023. Patients were divided
into two groups based on the presence (n=35) or absence
(n=35) of chronic endometritis. Given the low sensitivity
and specificity of hysteroscopy with histological analysis,
only patients who underwent endometrial biopsy followed
by a molecular test (DNA extraction, ribosomal 16S gene
amplification via RT-PCR, and hypervariable region analysis
through next-generation sequencing) were included, achieving
sensitivity and specificity > 90%. Oocytes and embryos were
graded using the Istanbul consensus and Gardner blastocyst
grading system. Day-3 embryos were classified into good
quality (26 cells AND grade A or B) and low quality (<6 cells OR
grade C). Blastocysts were categorized according to the SART
classification. Descriptive statistics and appropriate statistical
tests were performed using SPSS software.

Results: There were no significant differences in demographic
variables and cycle parameters between groups. The mean
number of mature oocytes retrieved was 8.9 in the endometritis
group versus 10.1 in the control group (p=0.936). Fertilization
rates were 85% for the endometritis group and 88% for
the control group (p=0.793). Blastulation rates were 58%
and 65% (p=0.124), respectively. The proportion of good
quality day-3 embryos was similar between groups (81% vs.
84%, p=0.753). For the SART blastocyst scoring system, no
significant differences were observed in the proportions of good
(43% vs. 41%, p=0.593), moderate (45% vs. 50%, p=0.837),
and low grade (12% vs. 8%, p=0.740) blastocysts between
groups.

Conclusion: This study found no significant differences
in embryo quality and developmental potential between
women with and without chronic endometritis undergoing
IVF treatments. However, these findings do not exclude
the possibility that chronic endometritis could affect other
reproductive outcomes. The study's limitations include its
retrospective design and small sample size, which may impact
the generalizability of the results. Further research is needed to
validate these findings.

P-170. The effect of EMBRYOGLUE
on the motility and DNA fragmen-
tation of cryopreserved spermato-
Zzoa

José Xavier Silva Neto?, Vera Licia Langaro Amaral®,
Alfred Senn?, Rafael Alonso Salvador?

‘Universidade do Vale do Itajai - Itajai - SC - Brazil

Objective: To evaluate the effects of EmbryoGlue
medium on sperm viability and DNA fragmentation after
cryopreservation and thawing.

Methods: Fifteen seminal samples from normozoospermic
patients were cryopreserved in 0.5 mL straws in the presence
of a cryoprotectant (Ingamed, Brazil), then thawed (10 min,
28°C) and washed by centrifugation (6 min, 1480 RPM)
with GV-HEPES medium (Ingamed, Maringa, Brazil), and
finally kept at 28°C. At time TO, motility, vitality, and DNA
fragmentation parameters were analyzed (SCD method).
The samples were then divided into three groups (GO, G3,
and G10) of 200 pl each, containing 0%, 3%, and 10%
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ANEXOS

Anexo A - Solicitagao de dispensa do TCLE

SOLICITAGAO PARA DISPENSA DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE
E ESCLARECIDO AO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Eu, Jamille Ribeiro de Santana, portadora do CPF: 04191802577,
Pesquisadora Responsével e responsével pelo projeto de pesquisa Intitulada
‘ALTERAGOES MORFOLOGICAS OOCITARIAS E EMBRIONARIAS
RELACIONADAS A ENDOMETRITE CRONICA®, cujo objetivo é “Identificar as
alteragées morfoldgicas oocitdrias e embrionéarias relacionadas a endometrite
cronica em mulheres na reprodugéo assistida”, considerando o disposto nas
Resolugdes no 466/2012 (capitulo IV.8) ou no 510/2016 (itens 7 e 8), solicito ao
Comité de Etica em Pesquisa, a dispensa do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE em razédo do exposto a seguir.

Por se tratar de um estudo observacional, analitico ou descritivo
(retrospectivo de 1° de Janeiro de 2021 a 31 de Dezembro de 2023, tendo em
vista que a coleta de dados seré realizada de 1° de Fevereiro a 31 de Julho de
2024), que contempla o uso de informagdes disponiveis em prontuarios clinicos
elou laboratoriais contidos nas plataformas digitais Medicalis, Igenomix e
Embryo All Reproduction dos Centros de Reprodugdo Humana Assistida Mater
Prime e Mater Lab — Medicina Reprodutiva, ambos localizados na Avenida
Ibirapuera, nimero 2315, na cidade de S&o Paulo, pals Brasil, sob sistemas de
informagéo institucionais e/ou demais fontes de dados e informagdes clinicas
e/ou laboratoriais disponiveis na Instituigdo, nos quais os dados serdo
analisados de forma anénima e os resultados serdo apresentados agregados,
ndo permitindo a identificagdo dos participantes da pesquisa e ndo havera
utilizagdo de material biolégico e nem intervengdes clinicas e laboratoriais,
portanto, solicito a dispensa do TCLE.

O investigador principal e demais colaboradores envolvidos no estudo
acima se comprometem, individual e coletivamente, a utilizar os dados deste,
apenas para os fins descritos e a cumprir todas as diretrizes e normas
regulamentadoras descritas na Res. CNS NO 466/12, e suas complementares,
no que diz respeito ao sigilo e confidencialidade dos dados coletados, assim,
solicito a dispensa do TCLE.

Salvador, 30 / Novembro / 2023
ondlly Dbero b Saihe,
CPF:0Y7.9/58. 025 -?7#

Nome e CPF do(a) pesquisador(a) responsavel

(Mesmo nome inserido na Plataforma Brasil)
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& MATER LAB

CARTA DE ANUENCIA
Instituicao Coparticpante: MATER LAB

Declaramos para os devidos fins que estamos de acordo com a execugao do
projeto de pesquisa intitulado ALTERAGOES MORFOLOGICAS OOCITARIAS
E EMBRIONARIAS RELACIONADAS A ENDOMETRITE CRONICA sob a
responsabilidade da pesquisadora responsavel JAMILLE RIBEIRO DE
SANTANA (CPF. 041.918 025-77), cujo obyetivo principal € IDENTIFICAR AS
ALTERAGOES MORFOLOGICAS OOCITARIAS E EMBRIONARIAS
RELACIONADAS A ENDOMETRITE CRONICA EM MULHERES NA
REPRODUCAQO ASSISTIDA Assumimos o compromisso de apoiar o
desenvolvimento da referida pesquisa a ser realizada nessa Instituigao.
Declaramos conhecer e cumprir as Resolugdes Eticas Brasieiras, em especial a
Resolucao 466/2012 do CNS. Infermames que para ter acesso a instituigdo e
iniciar a coleta dos dados, fica condicionada a apresentagaoc da Certidao de
Aprovagao por Comité de Etica em Pesquisa & o Parecer Consubstanciado
devidamente credenciado junto 4 Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP).

Alenciosamente,

Dr, GUSTAVO NARDINI CECCHINO

(Responsavel Técnico do Laboratorio)

Av, Ibirapuera, 2315 ~ Moema - S3o Paulo = SP
CEP: 04,029-200
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Anexo C - Carta de Anuéncia Institucional — Mater Prime

Dr. Redrige da Resa Filho
MATER PRIME o

CARTA DE ANUENCIA
Instituic#o Coparticipante: MATER PRIME

Declaramos para os devidos fins que estamos de acordo com a execuclo do
projeto de pesquisa intitulado ALTERACOES MORFOLOGICAS OOCITARIAS
E EMBRIONARIAS RELACIONADAS A ENDOMETRITE CRONICA, sob a
responsabilidade da pesquisadora responsavel JAMILLE RIBEIRO DE
SANTANA (CPF. 041.918.025-77), cujo objetivo principal ¢ IDENTIFICAR AS
ALTERACOES MORFOLOGICAS OOCITARIAS E EMBRIONARIAS
RELACIONADAS A ENDOMETRITE CRONICA EM MULHERES NA
REPRODUCAO ASSISTIDA. Assumimos © compromisso de apoiar o
desenvolvimento da referida pesquisa a ser realizada nessa Instituicdo.
Declaramos conhecer e cumprir as Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a
Resolugfio 466/2012 do CNS, Informamos que para ter acesso a instituicdo e
iniciar a coleta dos dados, fica condicionada a apresentacio da Certiddo de
Aprovago por Comité de Etica em Pesquisa e o Parecer Consubstanciado,
devidamente credenciado junto 4 Comissac Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP).

Atenciosamente,
e

[' /I/ﬂ "(A...a //"'f ™
e

Dr. GUSTAVO NARDINI CECCHINO

{Médico da Clinica)

Av. |birapuera, 2315 - 102 andar - Moema - Sio Paulo - CEP 04029-200 - Telefone/\WhatsApp: {11) 5053-7800



Anexo D - Carta de Anuéncia Institucional — Escola Bahiana de Medicina e

Saude Publica

ESCOLADE MEDICINAE SAUDEFUBUCA | POS-GRADUACAQ STRICTO SENSU

Salvador, 28 de setembro de 2023.

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos, para fins de interesse cientifico, que autorizamos a pesquisadora Jamille
Ribeiro de Santana, discente do curso de Mestrado do Programa de Medicina em Saude
Humana, a desenvolver o projeto de pesquisa intitulado “ALTERAGOES MORFOLOGICAS
OOCITARIAS E EMBRIONARIAS RELACIONADAS A ENDOMETRITE CRONICA”, que
objetiva ldentificar as alteracdes morfolégicas oocitarias e embrionérias relacionadas a
endometrite cronica em mulheres na reproducéo assistida.

3-EAA3-ET2E-59A1

O referente projeto esta sob orientacdo da Profa. Dra. Milena Bastos Brito, docente do

D
C

Programa de Pds-Graduagédo da EBMSP.

y 1CI

A instituicdo tem conhecimento desse estudo cientifico, bem como ciéncia da sua
responsabilidade em realizar acolhimento aos participantes da pesquisa e posterior
encaminhamentos que se fizerem necessarios.

Esta autorizacéo fica condicionada & aprovacéo do referido projeto no Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), em cumprimento aos requisitos da Resolugéo 466/12 CNS e suas
complementares, comprometendo-se o pesquisador a utilizar os dados pessoais dos
participantes da pesquisa, exclusivamente para fins cientificos, mantendo o sigilo e
garantindo a no utilizacéo das informagdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.
Ressalta-se que tais dados dever&o ser utilizados somente para a realizacdo deste estudo,
com acesso restrito, ndo podendo ser utilizado para outros fins além dos previstos no
protocolo e/ou consentimento livre e esclarecido, a menos que seja novamente submetido ao
CEP para futuras andlises efou estudos.

Atenciosamente,

Atson Carlos de Souza Fernandes
Pré-Reitor de Pesquisa, Inovagéo e Pés-Graduacéo Stricto Sensu
Escola Bahiana de Medicina e Satide Publica

Pagina 1 de 1



Anexo E - Carta de Anuéncia Institucional — Escola Bahiana de Medicina e

Saude Publica - Protocolo de Assinatura

PROTOCOLO DE ASSINATURA(S)

O documento acima foi proposto para assinatura digital na plataforma Portal Escola Bahiana de Medicina e
Saude Publica. Para verificar as assinaturas clique no Ilink:
https://bahianaeducacao.portaldeassinaturas.com.br/Verificar/1CD3-EAA3-E72E-59A1 ou va até o site
https://bahianaeducacao.portaldeassinaturas.com.br:443 e utilize o codigo abaixo para verificar se este
documento é valido.

Cédigo para verificagdo: 1CD3-EAA3-E72E-59A1

0

Hash do Documento
0D6D83B3DB2567FC9EC436BC984E28AB5F916F8DC46FFB2DE8717973AFEC6C3B

O(s) nome(s) indicado(s) para assinatura, bem como seu(s) status em 29/09/2023 é(s&o) :

= Atson Carlos de Souza Fernandes (Signatario) - ***.995.825-**
em 29/09/2023 09:27 UTC-03:00
Tipo: Certificado Digital
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Anexo F - Plataforma Brasil — Folha de Rosto

PATROCINADOR PRINCIPAL

587F-D00F-0AG9-F387

ddig
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Anexo G - Plataforma Brasil — Folha de Rosto — Protocolo de Assinaturas

ICP

It

PROTOCOLO DE ASSINATURA(S)

O documento acima foi proposto para assinatura digital na plataforma Portal Escola Bahiana de Medicina e Saide Publica. Para verificar as assinaturas
clique no link: https://bahianaeducacao.portaldeassinaturas.com.br/Verificar/5B7F-DO0F-0A69-F387 ou va até o site
https://bahianaeducacao.portaldeassinaturas.com.br:443 e utilize o cédigo abaixo para verificar se este documento é valido.

Cadigo para verificagao: 5B7F-DO0F-0A69-F387

A

Hash do Documento
3BD285281E84696DDE486DED5AB33BD2CAD3C7BE1979C00D0007DFF4214E5EA9

O(s) nome(s) indicado(s) para assinatura, bem como seu(s) status em 29/09/2023 é(s&o) :

v Atson Carlos de Souza Fernandes (Signatario) - ***.995.825-**
em 29/09/2023 09:27 UTC-03:00
Tipo: Certificado Digital
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Evaluating the Impact of Chronic Endometritis on Embryo
Development in IVF Cycles: A Case-Control Study

Jamille Ribeiro de Santana, Mater Pris

Gustavo Nardini Ceccl , Matt

1. OBJECTIVE

Investigate the impact of chronic
endometritis on the developmental
potential of embryos in IVF

cycles.

2. METHODS

Retrospective, —matched, case-
control study including 70 patients
undergoing IVF cycles between
2018 and 2023. Patients were
allocated to two groups based on
the presence (n=35) or absence
(n=35) of chronic endometritis.
Only patients who underwent
endometrial biopsy followed by a
molecular test (DNA extraction,
ribosomal 16S gene amplification
via RT-PCR, and hypervariable
region analysis) were included.
Qocytes and embryos were graded
using the Istanbul consensus and
Gardner blastocyst grading. Day-3
embryos were classified into good
(= 6 cells and A or B) and low
quality (< 6 «cells or C).
Blastocysts followed the SART
classification.

e and Mater Lab, Sdo Paulo, Brasll

and Mater Wb, Sao Paulo. Bras

3. RESULTS AND DISCUSSION

No >~
Endometrids odometrits e
Mature oocytes 10,1 86 0936
Fertilization /8% 85%  0.793
Good quality
diys o 84% 81% 0753
Blastulation 65% 58% 0,124
SART 1 1% 13% 0593
SART 2 50% 45%  0.837
SART 3 8% 12% 074

There were no significant differences
in demographic variables and cycle
parameters between groups.

4. LUSI

This study failed to demonstrate
significant  differences in embryo
quality and developmental potential
regarding the presence of endometritis
during IVF cycles. These findings do
not exclude the possibility that chronic
endometritis  could affect other
reproductive outcomes.

5. REFERENCES

Elder et al. (2021), Chronic endometritis in wamen with
suspected retamed products of conception and their
repeocluctive outcomes.

Moeeno, [, et al. (2022). Endometrial microbiota
composition is associated with reproductive cutcome in
infestile patients.
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Anexo | - Trabalho cientifico aprovado no Congresso da Sociedade Americana

de Medicina Reprodutiva Assistida.

COMPARATIVE DEVELOPMENTAL POTENTIAL OF MATURE AND IMMATURE OOCYTES IN IN
VITRO FERTILIZATION TREATMENTS: INSIGHTS FROM A SELF-CONTROLLED CASE SERIES

ASRM 2024
lor ter Prime, S30 Paulo, Brazil !
Mater Lab, S30 Paulo, Braz

PURPOSE & OBJECTIVES

Different theories suggest that chronic endometritis may impact in wtro fetilzation
(IVF) outcomes through alterations in the endometrial microbiome. Animal studses
indicate additional effects on reproductive  biology, induding disruptions in cellular
meiosis, reductions in oocyte quality and quantty, and interference in oocyte maturation
and embryonic development. This study aims to determine whether chronic endometritis
can affect developmental potential of embryos in IVF cycles.

MATERIAL & METHODS

Retrospective matched case-control study including 70 patients undergoing IVF cycles at
a single center from April 2018 to September 2023. Patients were divided into two
groups based on the presence or absence of chronic endometritis. Due to the low
sensitrity and specificty of hysteroscopy followed by histological analysis, we included
only patents who underwent an endometrial biopsy followed by a molecular test
involving DNA extraction. The bacterial ribosomal 165 oene was ampiified through
revesse transcription followed by polymerase chain reaction, and its hypervariable
regions were analyzed using next-generation sequencing to detext pathogens associated
with endometritss (sensitivity and specificity > 90%). Oocytes and embryos were graded
according to the Istanbul consensus and the Gardner blastocyst grading system.
Subsequently, day-3 embryos were categorized into two groups based on their quality:
good quality (26 cells and grade A or B) and low-quality (<6 cells or grade C).
Blastocysts were divided into three groups according to the SART dlassification.
Descriptive statistics and appropriate statistical tests were conducted using SPSS
software.

RESULTS

Groups showed no differences in demographic variables and cyde parameters. The
mean number of mature cocytes retrieved in the endometritis group was 8.6 versus 9.6
in the control (p=0.544). The fertilization rates were 78% for the endometritis group
and 77% in the control group (=0.767). The blastulation rates were also smilar (57%
and 63%; p=0.366). Likewise, the proportion of good quality day-3 embryos were
similar between groups (77.5% versus 86.5%; p=0.227). Regarding the smplfied SART
blastocyst scori , there were no significant differences in the proportion of
good (42% versus 45%; p=0.535), moderate (47% versus 47.5%; £=0.995) and low
grade (11% versus 7.5%; p=0.607) blastocysts between groups.

Jamiille Ribeiro de Santana '? and Gustavo Nardini Cecchino '*

RESULTS

e i s et oy

Patients without
chronic endometritis  p-value
(%)

Patients with chronic
endometritis (%)

Fertilization 7 77 0,767
Blastulation 57 63 0,366
Good quality
embryos on the 75 865 0227
third day
SART (good
) ks as 0,535
SART (moderate
ais) a7 475 0,995
SART (low score) 1 75 0,607

CONCLUSIONS REFERENCES ACKNOWLEDGEMENTS CONTACT INFORMATION

This study found no significant differences in the
quality and developmental potential of embryos
between women with and without chronic
endometritis  undergoing  IVF  treatments.
However, it is important to note that these
findings do not rule out the possibilty that
chronic endometritis could  affect other
reproductive outcomes. Limitations include the
retrospective design and the small sample size,
which may affect the generalizabity of the
results.

We would ke to thank the entire team
from Mater Prime and Mater Lab who
collaborated and supported our research.




