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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar se os resultados de gravidez diferem entre transferéncias de blastocistos Unicos
vitrificados-descongelados no 5° ¢ 6° dia em ciclos de reposicdo hormonal sem o uso de teste genético pré-
implantacional (PGT). Foi realizado um estudo de coorte retrospectivo entre 2022 e 2023 com 108 transferéncias,
sendo 64 no 5° dia e 44 no 6° dia. Participaram mulheres com menos de 42 anos submetidas a injegdo
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), com exclusdo de ciclos envolvendo doagdo de 6vulos, multiplas
transferéncias, preparo endometrial natural ou PGT. Nao houve diferengas significativas nas taxas de gravidez (44%
vs. 45%, p = 1), gravidez clinica (41% vs. 41%, p = 1), nascimento vivo (39% vs. 34%, p = 0,687) ou aborto (11% vs.
25%, p = 0,267). Os resultados sugerem que, em ciclos sem PGT com preparo endometrial controlado, os blastocistos
do 6° dia apresentam desfechos clinicos semelhantes aos do 5° dia, o que pode trazer seguranca para clinicas e
pacientes.

Palavras-chave: Blastocisto; Transferéncia Embrionaria; Vitrificagao; Diagnodstico Pré-Implantagio; Fertilizagdo in
Vitro.

Abstract

This study aimed to evaluate whether pregnancy outcomes differ between single vitrified-warmed blastocyst transfers
on days 5 and 6 in hormone replacement therapy cycles without preimplantation genetic testing (PGT). A
retrospective cohort study was conducted between 2022 and 2023, involving 108 single blastocyst transfers, 64 on day
5 and 44 on day 6. Participants were women under 42 years old who underwent intracytoplasmic sperm injection
(ICSI), excluding cycles involving egg donation, multiple transfers, natural endometrial preparation, or PGT. No
significant differences were observed in pregnancy rates (44% vs. 45%, p = 1), clinical pregnancy rates (41% vs. 41%,
p = 1), live birth rates (39% vs. 34%, p = 0.687), or miscarriage rates (11% vs. 25%, p = 0.267). The results suggest
that day-6 blastocysts in cycles without PGT and with controlled endometrial preparation yield clinical outcomes
similar to day-5 blastocysts, offering reassurance to clinicians and patients.

Keywords: Blastocyst; Embryo Transfer; Vitrification; Preimplantation Diagnosis; Fertilization in Vitro.
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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar si los resultados de embarazo difieren entre transferencias de blastocistos
unicos vitrificados-descongelados en los dias 5 y 6 en ciclos de terapia hormonal sin pruebas genéticas
preimplantacionales (PGT). Se realiz6 un estudio de cohorte retrospectivo entre 2022 y 2023 con 108 transferencias,
64 en el dia 5 y 44 en el dia 6. Las participantes fueron mujeres menores de 42 afios sometidas a inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), excluyendo ciclos con donacién de dvulos, transferencias multiples,
preparacion endometrial natural o PGT. No se observaron diferencias significativas en tasas de embarazo (44% vs.
45%, p = 1), embarazo clinico (41% vs. 41%, p = 1), nacimientos vivos (39% vs. 34%, p = 0.687) o aborto (11% vs.
25%, p = 0.267). Los resultados sugieren que los blastocistos del dia 6 en ciclos sin PGT y con preparacion
endometrial controlada tienen resultados clinicos similares a los del dia 5, lo que brinda tranquilidad a clinicas y
pacientes.

Palabras clave: Blastocisto; Transferencia de Embrion; Vitrificacion; Diagndstico Preimplantacion; Fertilizacion in
Vitro.

1. Introducio

A infertilidade é uma doenga definida pela incapacidade de alcancar uma gravidez bem-sucedida em 12 meses ou
mais de relacdes sexuais desprotegidas apropriadas e programadas, ou por inseminagdo terapéutica de um doador (Committee
of the American Society for Reproductive Medicine, 2013). Como ferramenta para tratar a infertilidade, a fertilizacdo in vitro
(FIV) surgiu pela primeira vez em humanos em 1978 com o estudo de Robert G. Edwards e Patrick Steptoe (1978). Muitas
analises ¢ avangos foram feitos desde essa tentativa inicial. Hoje em dia, a FIV frequentemente inclui o congelamento e
descongelamento de embrides e sua transferéncia para o titero no estagio de blastocisto.

Na FIV, em geral, transferir o embrido no estagio blastocisto resulta em maiores taxas de gravidez e, a0 mesmo
tempo, reduz a incidéncia de gravidez ectopica ou multipla (Fang et al., 2015; Freeman et al., 2019; Glujovsky et al., 2016,
Huang et al., 2014; Kontopoulos et al., 2019; Styer et al., 2008; Sundhararaj ef al., 2017). Na maioria dos casos, no 5° dia (D5)
— 120 horas — ap6s a coleta dos oocitos, o embrido alcanga o estagio de blastocisto, entretanto por conta de uma diferenga na
taxa de desenvolvimento embriondrio, alguns embrides chegam a esse estagio somente no 6° dia (D6) — 144 horas (Bourdon et
al., 2019). Multiplos estudos recentes abordaram a comparacdo dos resultados entre transferéncias de embrides congelados e
descongelados, mas a comparacdo dos desfechos entre blastocistos desenvolvidos até D5 ou o D6 ainda ¢ incerta. Alguns
estudos demonstraram superioridade do grupo D5 (Bourdon et al., 2019; Chen et al., 2023; Ferreux et al., 2018; Shapiro et al.,
2001; Tubbing et al., 2018; Yu et al., 2023), enquanto outros mostram a auséncia de diferencga entre os desfechos de ambos
(Behr et al., 2002; El-Toukhy et al., 2011; Hu et al., 2023; Yang et al., 2016).

O objetivo deste estudo foi avaliar se os resultados de gravidez diferem entre transferéncias de blastocistos tinicos
vitrificados-descongelados no 5° e 6° dia em ciclos de reposi¢cdo hormonal sem o uso de teste genético pré-implantacional
(PGT). Este estudo avaliou como os desfechos sdo afetados ao transferir embrides tnicos congelados e descongelados no 5° ou
6° dia de desenvolvimento, utilizando o método de vitrificagdo para o congelamento, reposi¢do hormonal para preparo do

endométrio e excluindo o uso do PGT (preimplantation genetic testing, ou teste genético pré-implantacional).

2. Metodologia

Realizou-se uma pesquisa laboratorial de natureza quantitativa (Toassi & Petry, 2021; Pereira et al., 2018) e com
emprego de estatistica descritiva simples com uso de valores de média e desvio padrdo (Shitsuka et al., 2014; Akamine &

Yamomoto, 2009) e de analise estatistica (Vieira, 2021; Bekman & Costa Neto, 2009).

2.1 Selecio da populacgao
Foram retrospectivamente selecionadas participantes que, entre 2022 e 2023, necessitaram de tratamento de reproducao

assistida por meio da FIV, utilizaram o método injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), tinham menos de 42 anos
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na data em que os embrides foram criopreservados e realizaram transferéncias de um unico blastocisto congelado e
descongelado (seja mantido em cultura prolongada apds uma transferéncia a fresco ou originado de um ciclo “freeze-all”)
transferido no 5° ou 6° dia de desenvolvimento no Génesis Instituto de Reprodugdo Humana de Cascavel. Foram excluidos da
pesquisa ciclos com transferéncia simultanea de mais de um blastocisto, ciclos com 6vulos heterdlogos (doagdo), preparagéo
endometrial em ciclo natural e embrides que passaram por PGT.

O projeto passou por avaliacio de comité de ética e foi aprovado na plataforma brasil sob CAAE

82171024.3.0000.5219.

2.2 Classificacio dos embrides frescos e criopreservacio

Os blastocistos frescos gerados por ICSI haviam sido classificados pela equipe do Génesis Instituto de Reprodugéo
Humana de Cascavel de acordo com o grau de expanso e as caracteristicas morfologicas da massa celular interna ¢ do
trofectoderma, conforme descrito por Gardner ¢ Schoolcraft (1999). Nenhum dos blastocistos havia recebido eclosdo assistida
antes da criopreservagao.

A equipe do instituto realizou a vitrificacdo dos blastocistos utilizando canudos HSV (Irvine Scientific, CA, EUA) ou
dispositivos Cryolock (Biotech, EUA). A solucdo de equilibrio (ES) e a solugdo de vitrificagdo (VS), ambas contendo
etilenoglicol e dimetilsulféxido (DMSO) (Irvine Scientific, CA, EUA), foram previamente equilibradas a temperatura
ambiente (22—27°C) por pelo menos 30 minutos antes do uso.

Seguindo o protocolo da instituigdo, os blastocistos foram transferidos para a solu¢do ES por 9 minutos. Apoés o
equilibrio, foram imersos na VS, que contém uma concentragdo mais alta de etilenoglicol ¢ DMSO, por 20 segundos. Em
seguida, passaram por um leve enxague na VS, foram carregados nos dispositivos de criopreservacdo e imersos em nitrogénio

liquido dentro de 80 segundos.

2.3 Descongelamento

O protocolo de descongelamento utilizado pelo centro para esses participantes consistiu no seguinte: os canudos foram
removidos do nitrogénio liquido e rapidamente imersos em uma solugdo de descongelamento (TS), composta por 1,0 M de
sacarose (Irvine Scientific, CA, EUA), a 37°C por 1 minuto. Durante o descongelamento, os blastocistos foram observados sob
um estereomicroscopio Nikon SMZ745 (Nikon Instruments Inc., EUA). Em seguida, os blastocistos foram transferidos para
uma solu¢ao de dilui¢do (DS) contendo 0,5 M de sacarose por 4 minutos. Posteriormente, passaram por lavagens sequenciais
nas solugdes de lavagem 1 (WS1, 0,25 M de sacarose) e lavagem 2 (WS2, 0,1 M de sacarose) por 4 minutos cada. Por fim, os
embrides foram transferidos para um meio de cultura pré-equilibrado, Continuous Single Culture Complete, suplementado com
gentamicina e albumina sérica humana (HSA) (Irvine Scientific, CA, EUA), e incubados a 37°C por até 3 horas antes da

avaliagdo final ou transferéncia.

2.4 Programacio e avaliacdo endometrial

Para preparagdo endometrial havia sido iniciado a utilizagdo de valerato de estradiol oral (Primogyna, Bayer, Brasil), 2
mg diariamente, no 2° ou 3° dia da menstruacdo e continuado por 3 dias. A dose foi entdo aumentada para 4 mg diarios por
mais 3 dias e, finalmente, para 6 mg diarios, que foram mantidos a partir de entdo até a 12" semana de gestag@o caso a gravidez
se confirmasse ou tiveram seu uso cessado na confirmagdo de auséncia de gestagdo (de acordo com o teste de gravidez sérico
beta-hCG quantitativo realizado apos 9 dias da transferéncia do embrido). Se a espessura endometrial fosse inferior a 6 mm no
5° dia ap6s o inicio do uso do valerato de estradiol, aplicava-se 3 mg didrios de estradiol hemihidratado transdérmico

(Oestrogel, Besins Healthcare, Brasil) por mais 2 ou 3 dias até que a espessura endometrial atingisse, pelo menos, 7 mm com
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aparéncia trilaminar. Se fossem atingidos esses pardmetros endometriais, era administrada uma dose de 250 pg de hCG
recombinante (Ovidrel®, Merck, Brasil) ou gonadotrofina coriénica humana urindria (Choriomon®-M, IBSA, Brasil). Os
ciclos eram cancelados se a espessura endometrial ndo atingisse 7 mm apos esse periodo. Cinco dias antes da transferéncia
embrionaria, iniciava-se a suplementagdo com progesterona micronizada (Utrogestan, Besins Healthcare, Brasil), na dose de

200 mg, trés vezes ao dia, por via vaginal.

2.5 Transferéncia do embrido descongelado e suporte hormonal

Apenas um blastocisto foi transferido para o utero no 6° dia de administracdo de progesterona, utilizando um cateter
CCD Pearl! Tip Soft (CCD Laboratories, Paris, Franga) ou um cateter Cook Sydney (Cook Medical, Bloomington, IN, EUA)
sob orientag@o de ultrassom transabdominal. Apds a transferéncia do embrido, a suplementagdo hormonal com progesterona e
estradiol foi continuada e um teste de gravidez sérico beta-hCG quantitativo foi realizado apos 9 dias. Mulheres com teste

positivo continuaram com a suplementag@o hormonal até a 12* semana de gestag@o.

2.6 Resultado do ciclo

O desfecho “gravidez bioquimica” foi definido como um teste de gravidez sérico beta-hCG quantitativo acima de
25mlIU/ml, 9 dias apds a transferéncia do embrido. Uma gravidez clinica foi definida como a observacdo de um saco
gestacional com pulsagdes cardiacas fetais no ultrassom 2-3 semanas apods o teste de gravidez positivo. A taxa de abortos

incluiu tanto abortos bioquimicos quanto clinicos.

2.7 Analise de dados

Os dados foram analisados usando o IBM SPSS Statistics (versdo 30.0.0.0; IBM Corp., Armonk, NY, EUA). Os testes
estatisticos incluiram os testes exatos de Fisher-Freeman-Halton, teste de Levene para igualdade de variancias e Testes T para
igualdade de médias, com um nivel de significancia estabelecido em 5% (p < 0,05). Para avaliar a associacdo entre o dia da
transferéncia (Dia 5 vs. Dia 6) e os resultados de gravidez, uma andlise de regressdo logistica foi realizada, ajustando para
IMC, idade na criopreservagdo, niimero de embrides inicialmente preservados ¢ nimero descongelado. A significancia do
modelo foi avaliada usando valores de R-quadrado, testes de ajuste e estatisticas de coeficientes para cada variavel

independente.

3. Resultados

Durante o periodo do estudo, todas as transferéncias de embrides que satisfizeram os critérios de inclusdo do estudo
foram adicionadas. No total, foram computadas 108 transferéncias de embrides no estudo, sendo 64 no grupo do 5° dia e 44 no
grupo do 6° dia.

O tratamento resultou em 48 gestagdes, 44 gestagdes clinicas e 40 nascimentos vivos, com taxas globais de gravidez
bioquimica, gravidez clinica e nascimento vivo por transferéncia de 44%, 40% e 37%, respectivamente. A taxa de aborto no
estudo foi de 16% (8/48).

Em relacdo as caracteristicas dos pacientes e dos ciclos, ndo houve diferenca significativa em relacdo a idade média,
IMC e nimero de embrides descongelados, conforme indicado pelo Quadro 1. Observou-se uma diferenca significativa no

numero de embrides inicialmente preservados entre os grupos do 5° e 6° dia (p = 0,031).
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Quadro 1 - Caracteristicas dos pacientes e dos ciclos.

Valores apresentados como média + desvio padréo.

Variavel Dia 5 (n=64) Dia 6 (n=44) P
Idade (anos) 332+3,7 340+39 0,298
IMC (kg/m?) 25,5+39 24,7 +4.8 0,358
N° de embrides inicialmente 2,86 £2,0 2,07£1,6 0,031
preservados
N° de embrides descongelados 1,02 +£0,1 1,02+0,2 0,797

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

O desfecho dos ciclos de congelamento-descongelamento com transferéncias de embrides tnicos nos grupos de 5° e 6°
dia ¢ ilustrado no Quadro 2. Nao houve diferenga significativa entre os dois grupos em relagdo a gravidez (p = 1), gravidez

clinica (p = 1), nascidos vivos (p = 0,687) e abortos (p = 0,267).

Quadro 2 - Desfecho dos ciclos congelamento-descongelamento com

transferéncia de embrides Uinicos.

Dia 5 Dia 6
Desfecho (n=64) (n=44) P
Numero de gestagoes (%) 28 (44) 20 (45) 1
Numero de gestagdes clinicas (%) 26 (41) 18 (41) 1
Numero de nascidos vivos (%) 25(39) 15 (34) 0,687
Numero de abortos (%) 3(11) 5(25) 0,267

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).

3.1 Ajuste para variaveis de confusio

Foi realizada uma analise de regressao logistica multivariada para examinar a relagdo entre o dia de transferéncia do
blastocisto (5° dia vs. 6° dia) e os desfechos de gravidez, levando em conta potenciais fatores de confusdo. Este modelo incluiu
ajustes para idade na criopreservacdao, IMC, nimero de embrides inicialmente preservados e numero descongelado para
transferéncia. Apos controlar essas variaveis, o dia de transferéncia ndo mostrou associa¢do significativa com os desfechos de
gravidez. A razdo de chances ajustada para alcangar a gravidez com transferéncias no 6° dia em comparagdo com o 5° dia foi de

1,10 (IC 95%, 0,49-2,47; p = 0,811).

4. Discussao

Este estudo teve como objetivo avaliar os desfechos de gravidez clinica de transferéncias de blastocistos inicos
vitrificados e descongelados do 5° (D5) e 6° (D6) dia em ciclos de reposi¢cao hormonal, sem teste genético pré-implantacional
(PGT). Os resultados indicaram que ndo houve diferencas significativas entre as transferéncias de blastocistos do D5 e D6 em
termos de taxas de gravidez, taxas de gravidez clinica ou taxas de nascidos vivos. Este resultado contrasta com estudos
anteriores, que frequentemente relatam desfechos superiores para os blastocistos do D5 (Hu et al., 2023).

Uma possivel explicagdo para a auséncia de diferengas significativas é a exclusdo de PGT do estudo. Muitos trabalhos
demonstraram que os blastocistos do D5 tendem a ter taxas mais altas de euploidia, um fator importante que influencia o
sucesso da gravidez (Bourdon ef al., 2019; Kaing ef al., 2018; Yin et al., 2024), ou seja, quando usado, o PGT ja pré-seleciona

embrides com maior potencial para um desfecho gestacional favoravel. Ao nao incluir o PGT, eliminamos o impacto do status
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cromossomico na selegdo dos embrides a serem transferidos, focando unicamente no potencial de desenvolvimento intrinseco
dos embrides. Isso pode explicar por que a vantagem esperada dos blastocistos do D5 sobre o D6 néo foi observada nos dados
colhidos.

O uso de ciclos de reposi¢do hormonal no estudo cria um ambiente endometrial consistente que pode reduzir as
diferencas nos desfechos entre as transferéncias de blastocistos do D5 e D6. Esse ambiente controlado pode permitir resultados
de implantacdo comparaveis, conforme observado por El-Toukhy e colaboradores (2011), que encontraram taxas de gravidez
semelhantes entre blastocistos de alta qualidade do D5 e D6 em ciclos congelados programados hormonalmente. Ferreux e
colaboradores. (2018) também observaram taxas de nascimento vivo mais altas para blastocistos do D5, mas reconheceram que
a programacao endometrial pode ajudar a mitigar as diferencas relacionadas ao tempo ao garantir um ambiente receptivo tanto
para as transferéncias de D5 quanto de D6. Esses achados sugerem que a reposi¢do hormonal pode reduzir o impacto do

momento de desenvolvimento, tornando os blastocistos de D6 op¢des viaveis em ciclos bem-preparados.

5. Conclusao

Embora a literatura mais ampla sugira uma preferéncia por transferéncias de D5 em comparagdo com D6, os
resultados obtidos indicam que, em ciclos sem PGT e com preparagdo endometrial hormonal, os blastocistos de D6 podem
alcancar desfechos clinicos comparaveis aos de DS5. Esses resultados oferecem insights valiosos para clinicos que manejam
casos em que os blastocistos de D6 sdo a unica opgdo disponivel, sugerindo que eles permanecem uma escolha viavel na
auséncia de PGT. Mais pesquisas com amostras maiores e populagdes de estudo mais diversificadas sdo necessarias para

confirmar esses resultados e avaliar sua generalizagdo para outras configuragdes de FIV.
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