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ABSTRACT

Introduction: The aim of this prospective and rando-
mized study was to evaluate the efficacy of quarter-
laser zona thinning assisted hatching (QLZT-AH) in
improving the implantation of embryos in patients with
previous implantation failure. Material and Me-
thods: A total of 150 patients with a history of pre-
vious implantation failure were treated with intracyto-
plasmic sperm injection, and allocated into two
groups: group I, only one previous implantation fai-
lure, and group I, repeated implantation failures. The
patients in each group were randomized at the time
of embryo transfer into a control group (no qLZT-
AH) or experimental group where qLZT-AH was per-
formed. For patients with repeated implantation fai-
lures, the implantation rate in those who received
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laser-thinned embryos was significantly higher
(p=0.02) than in those whose embryos were not la-
ser-thinned (10.9 and 2.6% respectively). However,
this difference was not observed in patients who
presented with only one previous implantation failu-
re. The data demonstrate that qLZT-AH is an effecti-
ve strategy for improving the implantation of embryos
in patients with repeated implantation failures.
Keywords: implantation failure, quarter-laser zona
thinning and assisted hatching.

INTRODUCAO

O embrido escapa da zona pelucida (ZP) no esta-
gio de blastocisto, varios dias depois da fertilizacao,
e inicia entdo o processo de implantagdo. O pro-
cesso de eclosdo é alcancado mediante uma com-
binacdo de expansdes e contracdes sucessivas do
blastocisto, a qual permite a dissolugao e rotura da
ZP (Stein et al., 1995). O sucesso da eclosédo do
embrido é a chave do processo de implantagéo.

O afinamento ou abertura da ZP usando métodos qui-



micos, mecanicos, enzimaticos ou a laser tem sido usa-
do ha uma década para ajudar a eclosdo embrionaria
(Cohen, 1991). Metanalises de estudos randomizados
tém demonstrado um significativo beneficio dessas
metodologias de assisted hatching (AH) nas taxas de
gravidez e implantacdo, especialmente para aquelas
pacientes com repetidas falhas de implantacao (Edi-
Osagie et al., 2003; Sallam et al., 2003). Entretanto, os
estudos sdo heterogéneos e ndo demonstram qual a
melhor estratégia para a realizagdo do AH. O objetivo
deste estudo foi avaliar de forma prospectiva e aleaté-
ria a eficacia do método de afinamento de 1/4 da ZP
por laser na melhora das taxas de implantacéo dos em-
brides de pacientes com falhas prévias de implantagao.

MaTeriaL E METODOS

Selecao das pacientes

Um total de 150 transferéncias de 150 pacientes
que foram admitidas ao programa de ICSI e que
apresentavam falha prévia de implantacéo, no pe-
riodo de janeiro de 2002 a julho de 20083, foi inclui-
do neste estudo. As pacientes foram distribuidas em
um dos dois grupos estudados, de acordo com o
numero de falhas de implantacao.

- Grupo I: pacientes que apresentavam apenas
uma unica falha de implantacéo; qLZT-AH realiza-
do ou néo, de acordo com a randomizacgao.

- Grupo lI: pacientes com repetidas falhas de implan-
tacdo (duas ou mais falhas de implantacéo); gL.ZT-AH
realizado ou ndo, de acordo com a randomizagao.

A determinagédo sobre se as pacientes foram inclui-
das no grupo experimental (QLZT-AH) ou no grupo-
controle (ndo gLZT-AH) foi realizada por meio de du-
pla randomizagdo, utilizando-se primeiro uma tabela
pré-elaborada e depois a randomizagado por sorteio
no momento da transferéncia embrionaria. O objetivo
primario foi a avaliagdo da implantacéo e foi definido
como o numero de sacos gestacionais visto por ultra-
som divido pelo ndmero total de embrides transferi-
dos. As taxas de gravidez clinica, aborto e partos fo-
ram calculadas para cada subgrupo de pacientes. A
gravidez foi confirmada com base na presencga de
saco gestacional com batimento cardiaco por ultra-
som na sexta semana apods a transferéncia embrio-
naria. Dados foram analisados pelos testes estatisti-
cos de Whitney e Fisher. O valor p < 0,05 foi conside-
rado significante.

Estimulacao ovariana, coleta dos odcitos e
transferéncia embrionaria

Na estimulacédo ovariana prévia ao procedimento de
ICSI utilizou-se um bloqueio de segunda fase com ace-
tato de leuprolida, na dose de 0,5 mg/dia (Lupron, Ab-
bott) (Franco Jr. et al., 2001). Habitualmente, 14 dias
apos o0 uso do anadlogo e estabelecido o bloqueio ini-
ciou-se o uso de FSH recombinante (Gonal F, Serono),

nas doses de 150 ou 225 UI, pelo periodo de sete dias.
No oitavo dia da estimulagdo ovariana teve inicio a mo-
nitorizacdo do desenvolvimento folicular somente por
ultra-som vaginal, sendo as doses de FSH adaptadas
de acordo com a resposta ovariana. Quando no mini-
mo trés foliculos com didmetro > 17 mm foram obser-
vados, foi administrada gonadotrofina coriénica huma-
na (hCG) na dose de 10.000 Ul. Os odcitos foram cole-
tados dos foliculos por meio de puncao transvaginal
guiada por ultra-som 34-36 horas apés hCG.

Os odcitos identificados no fluido folicular foram trans-
feridos para meio pré-equilibrado de P 1/3% de soro
albumina (SA) (Irvine) e incubados a 37° C em 5% de
CO, até a desnudac&o. O cumulus-corona foi removi-
do em 40 Ul de hialuronidase (tipo IVS Sigma) em solu-
¢éo de HTF/3%SA tamponado (Irvine). Apds a desnu-
dacao dos odcitos, estes foram avaliados quanto a
maturidade e todos os odcitos em metafase Il (Mll) fo-
ram submetidos ao procedimento do ICSI de acordo
com Svalander et al. (1995). Os odcitos foram incuba-
dos em meio P 1/10% SA apés o ICSI. Avaliagao da
fertilizagao foi realizada apds 17-20 horas e os zigotos
com dois pronucleos distintos foram transferidos para
nova placa com meio P 1/10%SA pré-equilibrado. Apos
25 a 27 horas da injecao dos espermatozoides, a cliva-
gem precoce foi avaliada. Os embrides foram transfe-
ridos no dia 2 ou dia 3. A qualidade embrionaria foi
avaliada em todas as pacientes, de acordo com o se-
guinte critério: Grau 1, embrides de quatro células no
dia 2 ou oito células no dia 3, com blastdmeros regula-
res e sem fragmentacéo; Grau 2, embrides com au-
séncia de quatro células no dia 2 ou oito células no dia
3 e/ou = 25% de fragmentagéo; Grau 3, embrides com
auséncia de quatro células no dia 2 ou oito células no
dia 3 e/ou > 25% de fragmentacao.

Avaliacao da espessura e afinamento de 1/4
da ZP por laser

Os embrides foram posicionados para a avaliagao
da espessura da ZP antes da manipulacdo com la-
ser e da transferéncia. A medida da espessura da
ZP foi realizada em quatro diferentes posicdes (3, 6,
9 e 12 horas) por meio de microscépio invertido Eclip-
se TE 300 Nikon, acoplado com lentes Hofman e
ocular com régua para medida em micrémetros. O
afinamento de 1/4 da ZP foi realizado por meio de
1,48 diodo laser (Fertilaser-MTM), com uma luz pilo-
to que operou através de objetiva de 40x acoplada
no microscopio invertido Eclipse TE300 Nikon. Os
embrides foram tratados diretamente na placa de cul-
tivo (Nunc). A luz do /aser foi calibrada para um pon-
to-alvo de um monitor de video. A regido-alvo da ZP
dos embrides foi posicionada neste ponto-alvo do
monitor, onde a luz do laser foi irradiada. O afina-
mento de 1/4 da ZP foi obtido apds no minimo sete
irradiacdes consecutivas de 9 ms, com a irradiacao
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Tabela 1: Caracteristicas e resultados das pacientes com uma falha de implantagéo
GRUPOI
QLZT-AH Nao qLZT-AH p
(experimento) (controle)
Pacientes(n) 35 35
Ciclos(n) 35 35
Idade (anos) 34,6 + 4,6 34,1 +5,3 0,73
Etiologia
Masculina 17 (48,6%) 12 (34,3%)
Feminina 5(14,3%) 13 (37,1%)
Associagdo Masc./Fem. 10 (28,5%) 8 (22,9%)
Idiopatica 3 (8,6%) 2 (5,7%)
Odcitos coletados (n) 92+45 8,1+44 0,16
Odbcitos em metafase Il (n) 76 +3,9 6,5+3,3 0,18
Fertilizagao (%) 71,2 +£21,6 73,2 £ 19,7 0,61
Qualidade embrionaria
Grau 1 55 (58%) 47 (50%)
Grau 2 38 (40%) 41 (44%)
Grau 3 2 (2%) 6 (6%)
Espessura da ZP (um) 16,0 + 0,7 16,2 + 0,5 0,17
Embrides transferidos (n) 2,7+09 2,7+0,7 0,81
Taxa de implantacéo (%) 15,8 14,9 0,86
Gravidas (n) 11 10
Taxa de grav/transf (%) 31,4 28,6 0,79
Abortos (n) 3 0
Partos (n) 8 10

iniciada na posicao de 9 horas até a posicdo de 12
horas, atingindo a profundidade de 50 a 80% da ZP.
Apbs o procedimento do afinamento por laser, os em-
bries foram transferidos para novo meio de cultura,
a fim de evitar possivel toxicidade dos produtos deri-
vada da a¢ao do /aser.

REsuLTADOS

Grupo | (Tabela )

A Tabela 1 demonstra as caracteristicas e os re-
sultados das pacientes com uma Unica falha de
implantacdo. A idade das pacientes, o numero de
odcitos coletado e oécitos em MIl, a taxa de ferti-
lizacdo, a espessura da ZP do embrido, a quali-
dade embrionaria e o niumero de embrides trans-
feridos ndo foram diferentes entre os grupos con-
trole e experimental. Nao houve diferenca signifi-
cativa nas taxas de implantacéo, gravidez e aborto
entre os dois grupos.

Grupo Il (Tabela 2)

A Tabela 2 ilustra as caracteristicas das pacientes
com repetidas falhas de implantacado. A idade da
paciente, o numero de falhas prévias de implanta-
¢do, o numero de odcitos coletado e odcitos em
MIl, a taxa de fertilizacdo, a espessura da ZP do
embrido, a qualidade embrionaria e o nimero de
embrides transferidos ndo foram diferentes entre os
grupos controle e experimental. Contudo, diferente
mente do grupo |, a implantagdo dos embrides no
grupo experimental (QLZT-AH) foi significativamen-
te maior (p = 0,02) em relagdo ao controle (ndo
QLZT-AH) (10,9% x 2,6%, respectivamente). As taxa
sde gravidez e aborto ndo foram diferentes entre
0S grupos.

DiscussAo

Pacientes com falha inexplicada de implantagdo em
FIV/ICSI tém chance reduzida de gravidez nos trata-
mentos subseqlientes. Os mecanismos para explicar
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Tabela 2: Caracteristicas e resultados clinicos da pacientes com falhas repetidas de implantagao

GRUPOII
QLZT-AH Nao qLZT-AH p
(experimento) (controle)

Pacientes (n) 40 40
Ciclos (n) 40 40
Idade (anos) 35.7 + 3.8 35.3+5.1 0.92
Etiologia

Masculina 15 (37.5%) 17 (42.5%)

Feminina 11 (27.5%) 18 (45%)

Associagdo Masc/Fem 10 (25%) 3 (7.5%)

Idiopatica 4 (10%) 2 (5%)
Falhas de implantacao

=2 16(40%) 22(55%)

=3 12(30%) 12(30%)

=4 5(12.5%) 3(7.5%)

=5 5(12.5%) 2(5%)

=6 2(5%) 0

=7 0 1(2.5%)
Odcitos coletados 9.7 £ 6.1 9557 0.88
Odcito em metafase Il 8.1+£52 7.6+3.9 0.96
Fertilizacao(%) 74.4 £ 20.8 709 +17.0 0.23
Qualidade embrionaria

Grau 1 48 (40.3%) 53(46.5%)

Grau 2 56 (47.1%) 54 (47.4%)

Grau 3 15(12.6%) 7 (6.1%)
Espessura da ZP (um) 17624 172+ 2.8 0.17
Embrido transferido(n) 3.0+£0.9 29x0.8 0.8
Gravidas(n) 10 3
Taxa de implantagao(%) 10.9 2.6 0.02
Taxa de grav/transf (%) 25 7.5 0.11
Aborto (n) 1 0
Partos(n) 9 3

essas falhas incluem: espessamento da ZP devido a
cultura in vitro, assincronia entre o embrido e a janela
de implantacdo em pacientes com estimulagdo ovari-
ana e deficiéncia de energia necessaria para a eclo-
s80 (Schoolcraft et al., 1994). Em estudos retrospecti-
vos, as conclusdes em relagéo a utilizagdo do AH em
pacientes com falhas prévias de implantagéo sao con-
traditérias. Alguns sugerem melhora nos resultados
(Obruca et al., 1994; Takahashi et al., 1994; Stein et al.,
1995; Parikh et al., 1996), enquanto outros nao (Ediri-
singhe et al., 1999). Nos poucos trabalhos randomiza-
dos, a variabilidade dos métodos de AH e o pequeno

numero de pacientes avaliados tornam dificil a inter-
pretacao desses dados, ndo sendo possivel obter con-
clusdo definitiva. Entretanto, metandlises de alguns
desses estudos randomizados tém demonstrado um
significativo beneficio do AH nas taxas de gravidez e
implantacéo, especialmente para pacientes com fa-
Iha repetidas de implantacdo. Além disso, recentemen-
te um estudo prospectivo multicéntrico europeu (Pri-
mi et al., 2004) sugeriu que a falha de implantagéo
depois de varias transferéncias de embrides de boa
qualidade € um forte critério para a realizagédo do AH.
A metodologia do laser tem substituido progressivamen-
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te as demais metodologias de AH, uma vez que permi-
te uma rapida, segura e precisa microdissecg¢ao da ZP
(Benjamin et al., 2003). Por outro lado, também nao
existe consenso em relacdo a definicao da melhor es-
tratégia para fazer a abertura da ZP (abertura total x
afinamento da ZP). A criagdo de uma abertura total da
ZP é importante para a eclosdo do embrido, enquanto
o processo de afinamento da ZP a mantém intacta,
protegendo o embrido de possiveis contaminacdes
durante a transferéncia.

O afinamento de uma area maior da ZP (1/4 da ZP) por
laser tem demonstrado ser efetivo para a eclosdo em-
brionaria in vitro (Blake et al., 2001). Além disso, tem
sido sugerido que embrides com variabilidade na es-
pessura da ZP resultam em maiores taxas de gravidez
(Gabrielsen et al., 2000 e 2001). Por outro lado, o afina-
mento de 1/4 da ZP por laser tem sido comparado com
a metodologia tradicional de AH (abertura total da ZP)
e demonstrado maior eficacia nas taxas de implanta-
¢éo e gravidez. Entretanto, tal comparacgéo foi realiza-
da em pacientes que apresentavam um dos seguintes
critérios: idade avangada, duas falhas de implantacdo
e/ou pacientes que receberam embrides congelados e
descongelados e o estudo ndo apresentava controle.
Nosso estudo mostra uma maior taxa de implantagcéo
depois do afinamento de 1/4 da ZP por laser, compara-
da com o controle para as pacientes com falhas repe-
titivas de implantagdo Entretanto, o mesmo nao foi de-
monstrado em pacientes com uma unica falha de im-
plantacéo. Esse fato nos faz pensar que em pacientes
com uma unica falha de implantacdo provavelmente
exista outro fator, ndo-embrionario, influenciando a im-
plantacdo. Na literatura ndo existem trabalhos que de-
monstrem a eficacia do AH nessa populacao especifi-
ca, de forma que estudos com maior niUmero de paci-
entes sdo necessarios para tal confirmagéo. Em con-
clusdo, nossos dados indicam que pacientes com re-
petidas falhas de implantacéo sao beneficiadas com o
afinamento de 1/4 da ZP por laser. Como este é o pri-
meiro trabalho que compara a metodologia Q-LZT-AH
com um grupo-controle, um numero maior de pacien-
tes € necessario para confirmar tal observacao.

Resumo

Introducao: O objetivo deste estudo prospectivo e ran-
domizado foi avaliar a eficacia do hatching assistido
por afinamento de 1/4 da zona pellcida (ZP) utilizan-
do laser (quarter-laser zona thinning assisted hatching -
gLZT-AH) na melhora da implantagdo de embribes em
pacientes com falhas prévias de implantagdo. Materi-
al e Método: Um total de 150 pacientes, que participa-
ram do programa de ICSI e apresentaram falha prévia
de implantac&o embrionaria, foi distribuido em dois gru-
pos: Grupo |, uma falha prévia de implantacao; e Gru-
po I, duas ou mais falhas prévias de implantacdo. As
pacientes em cada grupo foram distribuidas aleatoria-
mente para receber (grupo experimental) ou n&o (gru-
po-controle) gLZT-AH no momento da transferéncia.

As variaveis espessura da ZP do embrido, qualidade
embrionaria, implantagcéo e gravidez foram analisadas.
Resultados: A implantacao de embrides com a ZP afi-
nada por laser foi significativamente maior (p = 0,02) do
que no grupo-controle (10,9 e 2,6%, respectivamente)
em pacientes com falhas repetidas de implantacao
(Grupo Il). © mesmo nao foi observado nas pacientes
que apresentavam apenas uma unica falha de implan-
tacdo (Grupo I). Conclusao: O presente dado demonstra
que o método de afinamento de 1/4 da ZP por laser é
eficaz para melhorar a implantagcdo dos embrides de pa-
cientes com falhas repetidas de implantagéo.
Unitermos: falha de implantag&o, afinamento a laser
da zona pellcida, hatching assistido.
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