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A verdadeira viagem de descobrimento n&o
consiste em procurar novas paisagens, mas em

ver com novos olhos.

(Marcel Proust, 1923)
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Resumo

A selegcdo embrionaria é crucial para o sucesso das técnicas de Procriagao
Medicamente Assistida, motivando o desenvolvimento de tecnologias que identifiquem
embrides com maior probabilidade de resultar num nado-vivo saudavel. O presente estudo
avalia o desempenho do soffware de assisténcia a selecdo embrionaria baseado em

Inteligéncia Artificial, Life Whisperer, no contexto legal portugués.

Foram analisados 176 embrides do Centro IERA Lisboa relativamente a
concordancia entre a classificagdo atribuida pelo software e os resultados genéticos pré-
implantagao. Para tal, foi utilizado o teste qui-quadrado para tendéncia linear, observando-se
uma tendéncia linear significativa (p = 0,01) para embrides em D5 de desenvolvimento.
Identificou-se também um novo limiar 6timo para a distingdo entre embrides euploides e
aneuploides (9,55). Adicionalmente detetou-se uma proporgéo de embrides euploides abaixo
do esperado em todas as categorias, que podera ser reflexo da idade das pacientes elegiveis

para PGT-A, condicionada pelo contexto legal portugués.

Os resultados obtidos sugerem que a aplicabilidade do LW é influenciada pela idade
da mulher e pelo dia de desenvolvimento embrionario, sendo mais efetivo quando aplicado
em D5 e apos ajustar os limites de inclus&do nas categorias “Alta” e “Muito Alta” e confirmam a

importancia de validar o software in loco, antes da sua implementacgao.

Palavras-chave: selecao embrionaria, Life Whisperer, PGT-A, euploidia, inteligéncia artificial.



Abstract

Embryo selection is crucial to the success of Assisted Reproductive Technology
techniques, motivating the development of technologies that identify embryos most likely to
result in a healthy live birth. This study evaluates the performance of the Artificial Intelligence-
based embryo selection assistance software, Life Whisperer, within the Portuguese legal

framework.

A total of 176 embryos from the IERA Lisboa Center were analyzed regarding the
agreement between the classification given by the software and the pre-implantation genetic
results. The results were analyzed using a chi-square test for linear trend and a significant
linear trend (p = 0.01) was identified for embryos at D5 of development. Furthermore, a new
optimal threshold for differentiating between euploid and aneuploid embryos was identified
(9.55). In addition, a lower-than-expected proportion of euploid embryos was detected in all
categories, which may reflect the age of patients eligible for PGT-A, conditioned by the

Portuguese legal context.

The results suggest that the applicability of LW is influenced by the woman's age and
the day of embryonic development, being more effective when applied on D5 and after
adjusting the inclusion limits in the ‘High’ and ‘Very High’ categories and confirm the importance

of validating the software on site before its implementation.

Keywords: embryo selection, Life Whisperer, PGT-A, euploidy, artificial intelligence.



Abreviaturas e Siglas

OMS - Organizagao Mundial da Saude

PMA — Procriagao Medicamente Assistida

CNPMA — Conselho Nacional de Procriagao Medicamente Assistida
PGT — Preimplantation genetic testing (Teste Genético Pré-Implantagao)

PGT-A — Preimplantation genetic testing for aneuploidy (Teste Genético Pré-Implantagao para

Aneuploidias)

PGT-M — Preimplantation genetic testing for monogenic disorders (Teste Genético Pré-

Implantagao para doengas monogénicas)

PGT-SR — Preimplantation genetic testing for structural chromosome rearrangements (Teste

Genético Pré-Implantagao para anomalias cromossomicas estruturais)
FIV — Fertilizacao in vitro

ICSI — Intracytoplasmic sperm injection (Injecao intracitoplasmatica de espermatozoides)
DET — Double Embryo Transfer (transferéncia de dois embrides)

SET — Single Embryo Transfer (fransferéncia de um unico embriao)

ICM — Inner cell mass (Massa celular interna)

TE — trofectoderme

ASEBIR — Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
DNA — Deoxyribonucleic Acid (acido desoxirribonucleico)

PCR — Polymerase chain reaction (Reagao em Cadeia da Polimerase)
FISH — Fluorescence in situ hybridization (Hibridagao in situ fluorescente)

aCGH - array Comparative Genomic Hybridization (Hibridagdo Gendmica Comparativa em

array)
NGS — Next-Generation Sequencing (Sequenciagado de Nova Geragao)
D3 — Terceiro dia de desenvolvimento embrionario

D5 — Quinto dia de desenvolvimento embrionario



D6 — Sexto dia de desenvolvimento embrionario
AMH — Hormona Anti Mulleriana

niPGT-A — Non-invasive Preimplantation genetic testing for aneuploidy (Teste Genético Pré-

Implantacdo ndo invasivo para Aneuploidias)

cfDNA — Cell-free DNA (DNA livre)

IA — Inteligéncia Artificial

LW — Life Whisperer

ERICA — Embryo Ranking Intelligent Classification Algorithm
APA — American Psychological Association

IERA — Instituto Extremenio de Reproduccion Asistida
VP — Verdadeiros Positivos

VN — Verdadeiros Negativos

FP — Falsos Positivos

FN — Falsos Negativos

VPP — Valor Preditivo Positivo

VPN — Valor Preditivo Negativo

TTP — Time To Pregnancy (tempo até se atingir uma gravidez)
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1 Introdugao
1.1 Infertilidade e técnicas de Procriagdo Medicamente Assistida

Ao longo das ultimas décadas, tem sido evidente um crescimento global na incidéncia
da infertilidade a nivel mundial (Cox et al., 2022), definida pela Organizagao Mundial da Saude
(OMS) como a “incapacidade de conceber uma gravidez apos 12 meses ou mais de relagdes
sexuais regulares desprotegidas” (WHO, 2023). Diante deste cenario, tem-se verificado um
aumento na procura por tratamentos de Procriagdo Medicamente Assistida (PMA) (Passet-
Wittig & Greil, 2021), os quais tém contribuido significativamente para ultrapassar este
obstaculo, estimando-se que o numero de criangas nascidas através de PMA ultrapasse os
10 milhdes a nivel mundial (Pinborg et al., 2023). Em Portugal, os ultimos dados divulgados
pelo Conselho Nacional de Procriagdo Medicamente Assistida (CNPMA), referentes ao ano
2021, indicam que, fruto da utilizacdo das técnicas de PMA, nasceram 3424 criancas,

representando 4,1% do numero total de nascimentos no pais nesse ano (CNPMA, 2024).

Apesar de serem varios os fatores de infertilidade, em diversos paises ao redor do
mundo, especialmente nos mais desenvolvidos, observa-se uma tendéncia crescente para o
adiamento da idade da mulher aquando da primeira gestagédo (Beaujouan & Sobotka, 2021).
Esta tendéncia é influenciada por diversos fatores sociais e socioldgicos e resulta na redugao
da taxa de concegao espontanea e no concomitante aumento da procura de técnicas de PMA

por parte de mulheres acima dos 39 anos (Pierce & Mocanu, 2018).

1.2Enquadramento legal da PMA em Portugal

As técnicas de PMA encontram-se regulamentadas a nivel nacional pela Lei n.°
32/2006, de 26 de Julho (Assembleia da Republica, 2006), que determina a criagdo do

CNPMA, com poder deliberativo e de fiscalizagao do funcionamento dos Centros de PMA.

Entre outros aspetos, a Lei da PMA define inequivocamente os beneficiarios elegiveis,
as técnicas autorizadas e os limites legais para a utilizagcdo desses procedimentos. Em
particular, esta lei estabelece um limite de idade de 50 anos para as beneficiarias do sexo

feminino.

Por outro lado, o CNPMA estabelece diretrizes precisas para a aplicacdo de Testes
Genéticos Pré-implantagao (PGT), permitindo a realizacdo de Testes Genéticos Pré-

Implantagcdo para Aneuploidias (PGT-A) em situagdes especificas, incluindo mulheres de
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idade igual ou superior a 39 anos, a pacientes com falhas repetidas de implantagéo
embrionaria apos trés ou mais transferéncias embrionarias e em casos de dois ou mais
abortos clinicos de causa desconhecida. Também é permitido realizar-se o PGT-A quando se
recorre previamente a testes genéticos pré-implantagdo para a detecdo de doencas

monogénicas (PGT-M) ou rearranjos estruturais dos cromossomas (PGT-SR) (CNPMA, 2021).

1.3Selecao Embrionaria e Sucesso das técnicas de PMA

O sucesso das técnicas de PMA, especificamente das técnicas de Fertilizacao in vitro
(FIV e ICSI), inclui varias etapas e esta dependente de varios fatores, como a qualidade dos
gametas e dos embrides, o numero de embrides resultantes, a causa de infertilidade e a idade
da mulher (Amini et al., 2021). No entanto, o procedimento critico para garantir o menor tempo
possivel até se atingir a gravidez € a selegdo do embrido a transferir (Zaninovic & Rosenwaks,
2020). Apesar da transferéncia de dois embrides (DET) aumentar as probabilidades de
gravidez, esta pratica € desaconselhada devido aos riscos associados a gravidez multipla,
nomeadamente o parto prematuro, o baixo peso do bebé ao nascimento e outros desfechos
maternos e perinatais adversos. Deste modo, recomenda-se a transferéncia de apenas um
embrido (SET), o que exige uma selecéo criteriosa do embrido com maior potencial de

gravidez entre uma coorte de embrides (Transfer et al., 2024).

Historicamente, o método de selecdo mais utilizado é a avaliagdo morfolégica dos
embrides, realizada em momentos especificos do desenvolvimento embrionario (Neuber et
al., 2006). Este método esta fundamentado na correlagdo extensivamente documentada que
existe entre a morfologia do embrido e a sua viabilidade (Meseguer et al., 2012). A avaliagao
morfoldgica do embriao durante a fase de clivagem baseia-se no numero de células, na sua
simetria e na presenga de fragmentacao celular num determinado momento temporal. Ja
durante a fase de blastocisto, é avaliada a sua expansédo, bem com o numero e a coesao das
células que compde a massa celular interna (ICM) e da trofectoderme (TE) (Greco et al.,
2020).

Os principais sistemas de classificagdo embrionaria utilizados em Portugal incluem o
sistema de Gardner, o da Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
(ASEBIR) e o Consenso de Istambul, possuindo métodos de avaliagéo distintos. O sistema
Gardner, amplamente adotado, utiliza uma classificagdo numérica que indica o grau de
expansao do blastocisto e letras para a avaliacdo da qualidade da ICM e da TE (Gardner et

al.,, 2000). O sistema ASEBIR utiliza letras para classificar os aspetos morfolégicos dos
12



embrides ao longo dos diferentes estadios do desenvolvimento embrionario (Cuevas Saiz et
al., 2018). Para uniformizar os sistemas de classificagdo de embrides utilizados entre os
diferentes paises, em 2011, foi criado o Consenso de Istambul. Este sistema, resultado de um
esforco internacional para padronizar a avaliagdo dos embrides, combina classificagcbes
numeéricas e alfabéticas, facilitando a comparacao entre os centros de reproducao assistida
(Balaban et al., 2011).

Recentemente, a introdugé&o de incubadoras com tecnologia fime-lapse passou a
permitir a observacao flexivel de todo o desenvolvimento embrionario. Estas incubadoras
integram camaras de alta resolugdo que capturam imagens dos embrides em intervalos
regulares, geralmente a cada 5 a 15 minutos, sem necessidade de abertura da incubadora.
Deste modo, a utilizagdo desta tecnologia coloca a disposi¢cao dos embriologistas um elevado
numero de momentos de observagdo da morfologia do embrido e permite analisar também a
cinética do desenvolvimento embrionario, em condigdes de cultura estaveis e sem
perturbacdes (Mandawala et al., 2016). Contudo, ambos os métodos de selecédo, estatica ou
por time-lapse, possuem a desvantagem de estarem sujeitos a variabilidade intra e inter-
observador (Sundvall et al., 2013).

Por outro lado, a qualidade embrionaria, mesmo que avaliada com recurso a dados
morfocinéticos, ndo é um reflexo direto da sua ploidia, o que pode explicar, em parte, a razao
pela qual uma percentagem significativa dos embrides transferidos, ainda que de boa
qualidade, ndo resultam em gravidez clinica ou terminam em aborto (Kadioglu et al., 2023;
Oron et al., 2014).

O teste genético pré-implantacdo para aneuploidias (PGT-A) possibilita uma
avaliagdo complementar dos embrides (Dimitriadis et al., 2022). Esta técnica permite a
avaliagdo do numero de cromossomas do embrido, garantindo que o embrido transferido é
euploide. No entanto, este € um método dispendioso, invasivo e controverso quanto a sua
eficacia e indicagdes para aplicagao (Zhan et al., 2020) estando legalmente limitado em alguns

paises, como € o caso de Portugal.

1.4 Causas e consequéncias das aneuploidias embrionarias

A aneuploidia, que consiste na presen¢a de um numero anormal de cromossomas
numa célula, apresenta uma elevada prevaléncia em odcitos e embrides humanos,

estimando-se que, dependendo da idade da mulher e de outras circunstancias do casal,
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apenas metade dos embrides possam ser euploides (Fragouli & Wells, 2011). Os erros de
segregacao cromossémica que levam a ocorréncia de aneuploidias podem ocorrer numa fase
mais inicial, durante a proliferacdo mitética das células germinais primordiais, durante as
divisdes meioticas do odécito ou durante as divisdbes mitdticas iniciais do embridao (Mikwar et
al., 2020).

Para além da idade materna como fator influenciador das aneuploidias oocitarias,
tem sido estudado o efeito da estimulagdo ovarica controlada com recurso a hormonas
exdgenas no aumento da taxa de aneuploidias, ja que este procedimento elimina a selegéo
natural dos foliculos, permitindo a maturagcdo de odcitos que de outra forma nunca seriam

selecionados para ser ovulados (Sciorio et al., 2023).

Existem multiplos fatores moleculares que explicam a elevada taxa de aneuploidias
em mulheres mais velhas, nomeadamente falhas na recombinagdo durante a meiose, a
deterioracdo da coesdo entre os cromossomas (Herbert et al., 2015), a desregulagao dos
mecanismos de checkpoint da placa metafasica, anomalias nas modificacbes pos-
traducionais das histonas e da tubulina e disfungdo das mitocondrias (Mikwar et al., 2020),

fatores estes que estdo associados ao envelhecimento celular.

1.5Efeito da idade da mulher na incidéncia de aneuploidias

Apesar de ser um tratamento eficaz, a FIV revela um baixo sucesso em mulheres
com idades mais avancadas, especificamente apds os 39 anos (Lee et al.,, 2015). Este
fendmeno pode ser explicado pelo aumento da incidéncia de aneuploidias nos odécitos com a
idade da mulher, o qual resulta numa reducao drastica na integridade genética e viabilidade
dos embrides (Perugini et al., 2022). Sabe-se que a aneuploidia dos embrides € uma das
principais causas das falhas de implantagao, abortos e malformag¢des congénitas nos recém-
nascidos (Schaeffer et al., 2018).

Tendo em conta que nas ultimas décadas se tem vindo a observar, sobretudo entre
0s paises desenvolvidos, o adiamento da parentalidade (Schmidt et al., 2012), torna-se critico
compreender os mecanismos bioldgicos por detras do aumento das aneuploidias com a idade

da mulher, bem como detetar a sua ocorréncia antes da transferéncia embrionaria.
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1.6 Testes de Diagnostico Genético Pré-Implantagédo: PGT

Os testes genéticos pré-implantacao comecaram a ser utilizados em 1990 por
Handyside et al., com o objetivo de selecionar embrides do sexo feminino para evitar a
transmiss&o de doencas recessivas associadas ao cromossoma X (Schaeffer et al., 2018). As
técnicas utilizadas para amplificagdo e sequenciacao do DNA foram evoluindo, desde a
reagdo em cadeia da polimerase (PCR), que permitia apenas a determinagio do sexo e a
detecdo de doengas monogeénicas, passando pela hibridacao in situ fluorescente (FISH), que
analisava um numero limitado de cromossomas, culminando nas tecnologias de sequenciagao
do genoma completo. Estas ultimas também progrediram desde a Hibridacdo Gendmica
Comparativa em array (aCGH) até a Sequenciacdo de Nova Geracao (NGS), utilizada

globalmente nos dias de hoje (Greco et al., 2020; Penzias et al., 2018).

N&o so a técnica de amplificagcéo utilizada, mas também a proveniéncia da amostra
tem vindo a sofrer alteragdes ao longo do tempo. A bidpsia aos corpos polares, apesar de ser
facilmente realizada sem acarretar riscos para o desenvolvimento do embrido, é apenas
representativa da informagao genética materna. Por outro lado, a biépsia ao terceiro dia de
desenvolvimento embrionario (D3) implica a remogao de uma a duas células — blastémeros,
numa fase em que o embrido apresenta entre seis e oito células, o que pode simultaneamente
resultar num diagnéstico incorreto, ndo representativo do embrido, e afetar a viabilidade
embrionaria. Assim, a técnica amplamente utilizada atualmente é a biopsia da TE de
blastocistos entre o quinto e o sexto dias de desenvolvimento (D5 ou D6), que permite a
recolha de uma amostra mais representativa, de cinco a oito células precursoras da placenta,
nao estando estas envolvidas na formacao do feto. Para além disso, a realizagdo da bidpsia
na fase de blastocisto permite uma analise mais precisa, uma vez que o embrido ja tem o seu

genoma ativado nesta fase (Greco et al., 2020).

No entanto, uma das limitagdes da bidpsia de TE € a nao representatividade direta
das células da ICM, estimando-se que a probabilidade de falsos diagndsticos possa atingir
1% (Bacal et al., 2022).

Os PGT podem ser divididos em trés tipos: O PGT-M, que permite a detecido de
doencas monogeénicas, o PGT-SR, que visa analisar anomalias cromossémicas estruturais e

o PGT-A, que identifica a presenga de aneuploidias (Carvalho et al., 2020).

A técnica do PGT-A, ao permitir a identificagcdo de embrides euploides, torna-se uma
ferramenta util no ambito da PMA, tendo em conta que existe uma proporgao significativa de

embrides aneuploides que apresentam uma boa morfologia e portanto, podem ser
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considerados elegiveis para transferéncia (Greco et al., 2020). No entanto, a aplicagédo do
PGT-A apenas demonstra um aumento do potencial de implantagéo e das taxas de gravidez
em pacientes de idade mais avangada, nao se verificando a mesma utilidade em pacientes
entre os 25 e 0s 40 anos (Munné et al., 2019). Juntamente com o aumento da idade, a redugao
dos niveis da Hormona anti Mulleriana (AMH) estido associados a um maior risco de
aneuploidia embrionaria. Assim sendo, alguns autores defendem que o PGT-A deve ser
utilizado principalmente em mulheres de idade avangada (Greco et al., 2020), o que tem vindo

a condicionar o enquadramento legal entre varios paises.

Outras situacdes nas quais o PGT-A apresenta uma aplicagao clinica comprovada
sdo os abortos repetidos de causa desconhecida e as falhas de implantacao recorrentes, que
poderéo ser explicados pelas aneuploidias dos embrides (Greco et al., 2020) e que constituem

a base cientifica na qual assenta a Legislagao Portuguesa.

Ainda que a utilizagdo do PGT-A aumente as taxas de implantagdo e de gravidez,
reduza as taxas de aborto e permita evitar os riscos de uma gravidez multipla ao reduzir o
numero de embrides transferidos por tentativa, existem algumas incertezas quanto a sua

utilizagdo devido as desvantagens que acarreta (Popovic et al., 2020).

A biépsia embrionaria para realizagdo do PGT-A envolve a recolha de, em média,
seis células da TE. No entanto, um estudo conduzido por Gleicher et al., 2017, demonstrou
matematicamente que seriam necessarias pelo menos 27 células da TE para alcangar uma
previsibilidade diagndstica minima. Por outro lado, sabe-se que a bidpsia de um elevado
numero de células da TE pode ter um impacto negativo nas taxas de implantagdo (Guzman
et al., 2019). Para além disso, ao remover células que irdo dar origem a placenta, a biopsia
apresenta potenciais riscos para a gravidez, relacionados com a formagdo anormal da
placenta, tais como a pré-eclampsia, a placenta prévia e ainda desfechos neonatais adversos
(Zhang et al., 2019). Ja um estudo realizado em ratinho por Yao et al., 2016, sugere que a
manipulacdo de blastémeros durante a biépsia pode resultar em danos nos embrides e

aumentar o risco de inflamacao e stress oxidativo no tecido placentario.

Ao permitir a avaliacdo do numero de copias dos cromossomas, o PGT-A possibilita
a identificacdo de embrides que apresentam um resultado intermédio. Esses embrides,
classificados como mosaico, sdo constituidos por duas ou mais populagdes celulares com
diferentes gendtipos, ou seja, sdo compostos por células euploides e aneuploides. Este
fendmeno do mosaicismo ocorre devido a erros mitéticos pos-zigoticos, como a ndo-disjungéo

ou atrasos na anafase. Estudos clinicos demonstram que a transferéncia de embrides
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mosaicos esta associada a menores taxas de implantagcédo e de gravidez e maiores taxas de

aborto espontadneo em comparagado com embrides euploides (Munoz et al., 2024).

Assim, outra preocupacao relevante associada ao PGT-A € o risco potencial de se
descartarem embrides competentes devido a detecdo incorreta de mosaicismos ou a
problemas de diagnéstico, tais como a contaminacdo do DNA (Clark et al., 2023), a
amplificacdo inadequada do material genético, ou erros na interpretagdo dos resultados
(Casper, 2023). Ainda que na maior parte das vezes o material genético presente no limitado
numero de células da TE biopsadas seja representativo da ICM, o mesmo pode nao acontecer

em embrides mosaico (Chen et al., 2022).

Tal como concluido por Pagliardini et al., 2020, o uso indiscriminado do PGT-A podera
implicar uma perda de embrides potencialmente competentes devido a diagnoésticos errados
e/ou a danos no embrido causados pela bidpsia. Para além disso, a realizacdo da bidpsia
embrionaria requer equipamento especializado e pericia por parte do operador, o que torna
esta técnica dificil de padronizar (Chen et al., 2022), estando documentada a variabilidade

entre operadores, centros de PMA e laboratorios de diagndstico (Kokkali et al., 2020).

1.7 Técnicas nao invasivas para prever a ploidia dos embrides

Uma vez que as técnicas de bidpsia embrionaria sao processos invasivos que podem
colocar em risco o desenvolvimento do embrido e a sua integridade, tém sido investigados
meétodos que permitam prever a ploidia dos embrides de modo nao invasivo (Zaninovic &
Rosenwaks, 2020). As principais tecnologias nao invasivas que se encontram em
desenvolvimento incluem a analise do DNA recolhido do fluido do blastocélio ou do meio de
cultura embrionario. O PGT-A néo invasivo (niPGT-A) oferece uma alternativa promissora ao
PGT-A convencional, permitindo uma analise genética do embrido mais segura, simples,

econdmica, e com menos implicagdes éticas e legais (Lledo et al., 2023).

Contudo, a origem precisa do DNA livre (cfDNA) e os mecanismos envolvidos na sua
libertagdo permanecem desconhecidos (Navarro-Sanchez et al., 2022) e a concordancia entre
0 PGT-A e 0 niPGT-Avaria entre os varios estudos realizados (Lledo et al., 2023). Deste modo,
sdo necessarios mais estudos até que esta técnica possa ser considerada na categoria de
teste diagndstico, embora atualmente ja estejam disponiveis no mercado testes que permitem
a priorizacdo de embribes para transferéncia, com base na probabilidade de euploidia apés

analise do cfDNA presente no meio de cultura (Rubio et al., 2020).
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No contexto dos laboratérios de embriologia, a introdugao do niPGT-A acarreta
algumas mudangas na rotina, exigindo culturas embrionarias individualizadas e prolongadas
num volume reduzido, devido a diminuta quantidade de cfDNA presente no meio de cultura e
aimportancia de se evitar a contaminacéao por parte do DNA materno e do operador (Navarro-
Sanchez et al., 2022).

Em Portugal, o CNPMA deliberou ndo autorizar a aplicagao clinica do niPGT-A

(CNPMA, 2023), revelando as implicagdes éticas e incertezas associadas a esta tecnologia.

Paralelamente, tém sido desenvolvidos outros tipos de métodos nao invasivos que
procuram prever a ploidia dos embrides com base em Inteligéncia Artificial (I1A) (Jiang &
Bormann, 2023).

Para ambas as alternativas, tal como em qualquer tecnologia emergente, sao
necessarios estudos de validacdo e de concordancia antes de estas técnicas serem
introduzidas na pratica clinica, garantindo a sua eficacia e seguranga (Navarro-Sanchez et al.,
2022).

1.81A na Embriologia Clinica e Medicina da Reprodugao

A |A contempla diversas abordagens matematicas que permitem realizar previsdes
com base no reconhecimento de padrées. Nos ultimos tempos, varios algoritmos de |A tém
permitido a anadlise de imagens em varias areas da medicina, incluindo a medicina da
reproducado. Estas tecnologias tém sido desenvolvidas sobretudo com o objetivo de melhorar
a selecdo do blastocisto com maior potencial de gravidez, mas também oferecem outras
aplicabilidades, nomeadamente na selecdo de espermatozoides e odcitos, na selecéo
embrionaria em estadios mais precoces de desenvolvimento e no desenvolvimento de
protocolos de estimulagdo ovarica adaptados a cada paciente e enquadramento clinico
(Dimitriadis et al., 2022).

Apesar de ainda ndo ocupar uma posigao claramente definida nesta area, a utilizagao
da IA na medicina reprodutiva revela-se promissora para resolver desafios persistentes e
auxiliar na tomada de decisdes clinicas, com o objetivo primordial de assegurar o nascimento

de bebés saudaveis (Dimitriadis et al., 2022).
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1.9 Life Whisperer e outros softwares de Inteligéncia Atrtificial

Um dos softwares de |A desenvolvidos com o propésito de avaliar os embrides a
partir de uma imagem de um blastocisto & o Life Whisperer (LW). Este software procura dar
assisténcia aos embriologistas na selecdo embrionaria, através da atribuigdo de pontuagdes
aos embrides, que sao tanto mais precisas quanto mais perto estdo do limite inferior — 0 — ou
do limite superior — 10. As classificagbes atribuidas aos embrides sdo relativas a sua
probabilidade de se atingir uma gravidez, ou seja, a sua viabilidade, e quanto a probabilidade
de o embrido ser euploide, ou seja, a sua genética (S. M. Diakiw et al., 2022). Estas duas
pontuacoes, o Life Whisperer Viability e o Life Whisperer Genetics, podem ser utilizadas em
conjunto, proporcionando uma avaliagdo mais completa do potencial do embrido, ou de forma

independente, dependendo das especificidades de cada tratamento de FIV.

O Life Whisperer utiliza técnicas de machine learning, mais especificamente deep
learning, para avaliar os embrides. O machine learning € um campo da inteligéncia artificial
que permite aos sistemas aprender e evoluir a partir de dados, sem necessitarem de ser
explicitamente programados (Jordan & Mitchell, 2015). Ja o deep learning, um subcampo do
machine learning, utiliza redes neurais artificiais profundas para detetar padroes complexos
nos dados (LeCun et al., 2015). No caso do Life Whisperer, as imagens de blastocistos sao
analisadas através de redes neurais convolucionais, que extraem caracteristicas subtis para
prever a viabilidade e a genética dos embrides, incluindo padrées complexos que sao

indetetaveis pelo olho humano (Esteva et al., 2017).

Um dos primeiros modelos de IA que surgiu com o objetivo de prever a probabilidade
de euploidia de embrides foi o ERICA — Embryo Ranking Intelligent Classification Arlgorithm —
em 2020 (Dimitriadis et al., 2022). Este sistema, tal como o LW, tem como fonte de informacao

apenas uma imagem estatica de um blastocisto (Chavez-Badiola et al., 2020).

Outro software de |A desenvolvido neste dmbito foi o STORK-A, que demonstrou ser
capaz de prever a ploidia de embrides com base em imagens estaticas capturadas as 110h

de desenvolvimento embrionario (Barnes et al., 2023).

Mais recentemente surgiram sistemas de |A que analisam a cinética do
desenvolvimento embrionario, como é o caso do AIVF. Estes softwares requerem a utilizacao
de incubadoras com tecnologia time lapse para monitorizar todo o desenvolvimento
embrionario, limitando a sua aplicacao a centros que utilizam esse tipo de incubadoras.
Portanto, os sistemas de |IA que utilizam imagens estaticas, como o LW, oferecem uma

solugdo mais acessivel e flexivel, permitindo a sua utilizagdo em centros que ndo possuem
19



incubadoras com tecnologia fime lapse ou que ndo as utilizam em todas as culturas

embrionarias.

A norma utilizada para citagcbes e referéncias bibliograficas foi a 72 edigcdo da

American Psychological Association (APA).

2 Objetivo do estudo

Este estudo tem como objetivo principal avaliar a efetividade do software de |A Life
Whisperer na identificacdo de embrides euploides quando aplicado a uma populagdo de
pacientes com indicagao para PGT-A e com caracteristicas especificas, limitadas pela Lei
Portuguesa: idade igual ou superior a 39 anos, histérico de abortos ou falhas de implantagao
repetidas ou indicagao para PGT-M ou PGT-SR. Para tal, sera avaliada a concordéancia entre
as classificacdes de probabilidade de euploidia dos embrides geradas pelo software LW e os

resultados do PGT-A obtidos apds bidpsia embrionaria em D5 ou D6.

Esta é uma abordagem inovadora em face do enquadramento legal portugués para
a utilizacdo do PGT-A e proibicdo do niPGT-A. A confirmar-se a sua validade neste contexto,
a utilizag&o deste algoritmo de IA podera apresentar-se como uma estratégia complementar
para a classificacdo e selecao de embrides para transferéncia, em casos em que nio se
pretenda ou nao seja permitido realizar PGT-A. Isto podera ser especialmente importante para
a priorizagao de embrides que apresentam um grau de qualidade elevado ou com a mesma

classificagao morfolégica ou morfocinética.

No entanto, uma vez que os algoritmos de IA sdo elaborados com base em
populagdes de pacientes heterogéneas, com o intuito de aumentar a representatividade dos
dados e a aplicabilidade dos resultados, torna-se imprescindivel proceder a sua validagéao
prévia quando se pretende aplicar a tecnologia a populagbes com caracteristicas
condicionadas, como acontece com este estudo. Seria expectavel que esta abordagem
permitisse a otimizacdo do processo de selecdo de embrides, fornecendo informagdes
adicionais para pacientes que n&o pretendam ou que ndo se enquadrem nos critérios legais
portugueses para realizagdo do PGT-A, potenciando, desta forma, a identificacao de embrides

com a maior probabilidade de implantar e de resultar num parto.

Em suma, com este estudo pretende-se avaliar a efetividade do software de |A Life

Whisperer na identificacido de embrides euploides e a sua aplicabilidade na pratica clinica de
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um Centro de PMA cuja atuagédo, no que se refere a utilizagdo de PGT-A, se encontra

enquadrada num contexto legal particular e limitado.

3 Materiais e Métodos
3.1 Desenho Experimental

Este estudo retrospetivo foi realizado com base em imagens de embrides que foram
previamente analisados por PGT-A, carregando-as na plataforma Life Whisperer, a fim de se

comparar a probabilidade de euploidia assim obtida com o resultado do PGT-A.

A definicdo da populacdo utilizada no estudo seguiu os critérios do protocolo de
validagao do LW Genetics (Life Whisperer, 2021). Incluiu 47 pacientes do sexo feminino com
idades compreendidas entre os 22 e os 48 anos, que recorreram ao Instituto Extremerio de
Reproduccion Asistida (IERA) em Lisboa, entre julho de 2019 e fevereiro de 2024, para
tratamento em contexto de casal ou monoparental de injegao intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) com odcitos proprios e PGT-A, com bidpsia embrionaria ao quinto ou
sexto dia de desenvolvimento (Tabela 1). Excluiram-se os embrides cujos resultados do PGT-
M ou PGT-SR indicaram a presenca do gene mutado ou da translocacdo cromossoémica a

priori, pois nestes casos nao se procede ao PGT-A.

Todos os embrides incluidos no estudo estiveram em cultura na incubadora timelapse
Geri®, permitindo a obtengédo de imagens estaticas dos embrides, que foram descarregadas
através do software Geri® Connect & Assess e posteriormente carregadas no software LW.
O LW é uma aplicacao web localizada na nuvem e a sua utilizacao depende da introdugao de
credenciais, que permitem aceder a uma area da plataforma privada e Unica a cada Centro.
Na sua interface foi possivel introduzir a informagao necessaria a identificagdo inequivoca de
cada ciclo e carregar as imagens dos embrides correspondentes. Da utilizagdo do LW
resultou, para cada embridao, uma classificacdo numérica entre 0 e 10, com uma probabilidade

crescente de euploidia.

Cumprindo os requisitos da plataforma LW, apenas foram recolhidas imagens com
uma resolucédo minima de 480 x 480 pixéis de embrides em estadio de blastocisto, num plano
de focagem que permitisse a visualizagdo completa do embrido, mas com a ICM em foco.
Foram descarregadas as ultimas imagens disponiveis dos embrides antes da sua bidpsia e
vitrificacdo, e em casos de colapsos que impediram a visualizacdo da massa celular interna,

foi recolhida a ultima imagem antes de o embrido colapsar. Apesar de ser recomendada a
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utilizagdo de imagens de embrides que se encontrem no quinto dia de desenvolvimento,
também foram incluidas imagens de embrides que atingiram o estadio de blastocisto ao sexto
dia.

Os embrides identificados como mosaicos apds PGT-A, sendo apenas seis e
representando uma pequena percentagem das populagdes de embrides, foram excluidos para
evitar um possivel fator de confusdo nas analises, que requerem uma categoriza¢ao binaria

dos embrides em euploides e aneuploides.

Assim sendo, os dados recolhidos foram agrupados e analisados de duas formas
distintas, estabelecendo duas populagées com base na inclusdo ou exclusdo de embrides em
D6. Desta forma, a populagao “Total de embrides” inclui 170 blastocistos em D5 e D6 de
desenvolvimento, enquanto a populagdo de “Embrides D5” inclui exclusivamente os 112

embrides em D5 (Tabela 1).

Total de embrides Embrides D5
Numero de pacientes 47 34
Data dos tratamentos 07/2019 — 02/2024 07/2019 — 10/2023
Numero de ciclos 52 36
Numero de ciclos PGT-A 46 31
Numero de ciclos PGT-M+A 4 3
Numero de ciclos PGT-SR+A 2 2
Média de ciclos por paciente (intervalo) 1,11 (1-2) 1,06 (1-2)
Média de embrides por coorte (intervalo) 3,37 (1-9) 3,19 (1-9)
Média das idades das pacientes (intervalo) 40,67 (22-48) 40,47 (22-48)
Numero de imagens de embrides’ 176 118
Numero de embrides aneuploides (%) 126 (72%) 80 (68%)
Numero de embrides mosaico (%) 6 (3%) 6 (5%)
Mosaico de alto risco 4 4
Mosaico de médio risco 1 1
Mosaico de baixo risco 1 1
Numero de embrides euploides (%) 44 (25%) 32 (27%)
Numero de embrides transferidos (%) 32 (18%) 26 (22%)

Tabela 1. Caracterizagao das populagbes em estudo: “Total de embrides” e “Embrides D5” (1 — niUmero
de imagens de embrides correspondente ao numero de embrides biopsados).

De seguida, foram recolhidos os resultados do PGT-A correspondentes a cada
embrido, previamente classificados como euploides, aneuploides e mosaicos de baixo, médio

e alto risco. Estes resultados, fornecidos pela Igenomix e Bioarray, foram considerados como
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verdade absoluta. A Igenomix classifica embrides com base em critérios especificos nos quais
um embrido é considerado euploide se apresentar menos de 30% de células aneuploides,
sendo designado como aneuploide se possuir mais de 70%. Os embrides com uma proporgao
de células aneuploides entre 31% e 50% séo classificados como mosaicos de baixo risco, ja
os com 51% a 70% sé&o categorizados como mosaicos de alto risco. Ja a Bioarray classifica
embrides como de “baixo risco” quando o nivel de mosaicismo ¢é inferior a 50%, como de
“médio risco” quando o nivel de mosaicismo é superior a 50% e como de “alto risco” quando

as alteracdes afetam os cromossomas 13, 22 e 0os cromossomas sexuais.

Ao ser um estudo retrospetivo, sem influéncia nas decisodes clinicas, o consentimento
informado especifico para a realizagao desta analise foi dispensado devido a preservacao do
anonimato dos pacientes e a assinatura prévia de documento do Centro IERA que prevé a
possibilidade da utilizacdo de dados clinicos e laboratoriais anonimizados em estudos

considerados relevantes.

3.2 Analise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism verséo 10.2.2
e RStudio versao 4.4.0.

Foram seguidas as indicagdes para validagdo do LW Genetics (Life Whisperer, 2021)

no que respeita a analise da performance do software.

Inicialmente, os embrides foram agrupados em quatro categorias de probabilidade
de euploidia, predefinidas pelo LW, de acordo com os resultados fornecidos pelo mesmo:
"Baixa" para pontuacdes entre 0 e 2.4, "Média" para pontuacdes entre 2.5 e 7.4, "Alta" para
pontuagdes entre 7.5 e 8.9, e "Muito alta" para pontuagdes entre 9 e 10. Com base nesta
classificacao e nos resultados do PGT-A de cada embrido, foi possivel calcular a percentagem
de embrides previamente diagnosticados como euploides e aneuploides em cada categoria,
cuja significancia estatistica foi avaliada através do Teste Qui-quadrado para tendéncia linear.
Este teste permitiu verificar se existia uma correlagao positiva evidente na distribuicdo de
embrides euploides ao longo das quatro categorias de probabilidade de euploidia, desde a

“Baixa” até a “Muito alta”.

Com o objetivo de se avaliar a performance da |A na classificacdo de embrides, foram
criadas matrizes de confusao para ambas as populagdes em estudo, contendo o nimero de

embrides euploides corretamente classificados como tal — Verdadeiros Positivos (VP) e
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erradamente classificados — Falsos Negativos (FN), bem como o numero de embrides
aneuploides corretamente classificados como tal — Verdadeiros Negativos (VN) e erradamente
classificados — Falsos Positivos (FP). Para esta classificagdo binaria, os embrides com
pontuagdes iguais ou acima de 5 foram considerados euploides e os embrides com
pontuagdes abaixo de 5 foram considerados aneuploides (Ver Milyea et al., 2020). Através
destes dados foi possivel calcular a especificidade, a sensibilidade, o valor preditivo positivo
(VPP), o valor preditivo negativo (VPN) e o Coeficiente de correlagdo de Matthews da
classificagcdo embrionaria. Para além disso, foram criadas uma curva Caracteristica de
Operacdo do Recetor (ROC) e uma curva de Precisao-Sensibilidade, calculando-se as

respetivas areas sob a curva (AUC).

Adicionalmente, para determinar o limiar 6timo de classificagao, aplicou-se o método
da média geométrica. Desta forma, estabeleceu-se o ponto de corte especifico para a
populagdo em estudo, o que permitiu uma reavaliagdo do desempenho do software neste

contexto e o ajuste das categorias de probabilidade de euplodia.

Relativamente a analise das anomalias cromossomicas, foram determinadas as
frequéncias de aneuploidias para cada um dos 22 autossomas e para o cromossoma X dos
embrides na populacdo em estudo. Também foram calculados a média e o desvio padrao da
pontuacao atribuida pelo Life Whisperer Genetics para cada uma das anomalias

cromossomicas e para os embrides euploides.

Por fim, realizou-se um estudo piloto sobre a viabilidade dos blastocistos, no qual
foram calculados a média e o desvio padrdo da pontuagao atribuida pelo Life Whisperer
Viability para cada grau de classificagao embrionaria - A, B e C - relativamente aos blastocistos

nao expandidos e expandidos das populagcdes em estudo.

4 Desenvolvimento e Resultados

4.1 Distribuicdo dos embrides em classes de probabilidade de euploidia

Foram recolhidas imagens de todos os blastocistos em estudo, bem como o
diagnostico genético correspondente. Posteriormente, as imagens dos embrides foram
carregadas no software Life Whisperer, que atribuiu uma pontuacéo de 0 a 10 a cada embiriao,
correspondente a sua probabilidade de ser euploide. Também foram recolhidos os dados

relativos a viabilidade dos embrides, pontuada pela IA.
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Com base na pontuacgéo atribuida pelo LW Genetics, os embrides foram distribuidos
em quatro categorias de probabilidade de euploidia: Baixa, Média, Alta e Muito alta. Deste
modo, juntamente com a informacao relativa a ploidia dos embrides, foi possivel determinar a

percentagem de embrides euploides e aneuploides em cada uma das quatro categorias.

Inicialmente, esta andlise foi realizada utilizando todos os dados de embrides
disponiveis, totalizando 170, incluindo os que estavam em D5 e D6 de desenvolvimento
(Figura 1A). Para avaliar a existéncia de uma tendéncia linear significativa na distribuigdo de
embrides euploides e aneuploides entre as categorias de probabilidade de euploidia, realizou-
se o teste qui-quadrado para tendéncia linear. Obteve-se um valor p igual a 0,14, sugerindo
que nao existem evidéncias estatisticamente significativas para rejeitar a hipétese nula de que
nao ha uma tendéncia linear na distribuicdo dos embrides euploides e aneuploides entre as

categorias.

Além disso, observou-se que os embrides de D6 apresentaram uma tendéncia
contraria a esperada na distribuicdo de embrides euploides em cada categoria. Ainda que, tal
como nas outras populacdes em estudo, se verifique a auséncia de embrides euploides na
categoria de probabilidade “Baixa”, observa-se uma tendéncia decrescente da percentagem
de embrides euploides a partir da categoria de probabilidade “Média” até as categorias de
probabilidade “Alta” e “Muito alta”. O valor p para este grupo foi de 0,16, indicando que nao
existe uma tendéncia linear estatisticamente significativa na distribuicdo de embrides
euploides para os embrides de dia 6 (Figura 1C). Deste modo, podemos inferir que os
embrides de D6 sdo os responsaveis pela introdugao de variabilidade que afeta a identificacao

de uma tendéncia linear na analise da populagao total.

Perante este resultado, compreendeu-se a necessidade de incluir apenas embrides
em D5, conforme recomendado pelo software de IA. Utilizando esta populacao, obteve-se
uma maior relevancia estatistica, com um valor p de 0,01 (Figura 1B). Este resultado sugere
a existéncia de uma tendéncia linear significativa na distribuicdo de embrides euploides entre
as quatro categorias de probabilidade de euploidia, rejeitando-se a hipétese nula com um risco
de 1%.

Contudo, estes resultados necessitam de ser avaliados com cautela devido a falta de
homogeneidade na distribuicdo das categorias de probabilidade de euploidia, havendo
classes a representar cerca de 10% da totalidade da populagédo e uma classe representativa

de mais de 50% da populacéo (Tabela 2).
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Percentagem de embries euploides Percentagem de embrifes euploides
e aneuploides em cada categoria e aneuploides em cada categoria
(Total de embrides; N=170) (Embrides D5; N=112)
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Figura 1. Percentagem de embrides euploides e aneuploides em cada categoria de probabilidade de
euploidia para cada uma das populagdes estudadas. A: populagéo total de embrides; B: populagéo de
embrides no 5° dia de desenvolvimento; C: populagdo de embrides no 6° dia de desenvolvimento. O
método estatistico utilizado foi o teste qui-quadrado para tendéncia linear (gl, graus de liberdade).

Baixa (0.0-2.4) 5%
Média (2.5-7.4) 5 12 17 10%
Alta (7.5-8.9) 10 37 47 28%
Muito alta (9.0-10.0) 29 69 98 58%
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B Embrides D5

(N = 112) Euploides  Aneuploides Total (%)
Baixa (0.0-2.4) 0 7 7 6%
Média (2.5-7.4) 2 9 11 10%

Alta (7.5-8.9) 7 27 34 30%
Muito alta (9.0-10.0) 23 37 60 54%

Tabela 2. Distribuicdo dos embrides euploides e aneuploides nas quatro categorias de probabilidade
de euploidia para as populagdes em estudo: A: populacao total de embrides; B: populagdo de embrides

no 5° dia de desenvolvimento.

4.2 Avaliagdo do desempenho do modelo

Em seguida, foram construidas matrizes de confuséo, considerando os embribes

classificados com uma pontuagdo maior ou igual a 5 como euploides e os classificados com

uma pontuagéo inferior a 5 como aneuploides. Utilizando os dados de PGT-A como verdade

absoluta, foi possivel calcular os verdadeiros positivos, falsos positivos, verdadeiros negativos

e falsos negativos (Tabela 3).

Total de
Embrides Euploide  Aneuploide o
(N = 170) Sensibilidade
Classificado Especificidade
como VP =42 FP =112 154
euploide VPP
Classificado VPN
como FN=2 VN = 14 16
aneuploide C. Matthews
44 126

95,5%
11,1%
27,3%
87,5%
0,10
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Embrides

D5 Euploide  Aneuploide -
(N = 112) Sensibilidade 96,9%
Classificado Especificidade 15,0%
como VP = 31 FP =68 99
euploide VPP 31,3%
Classificado VPN 92,3%
como FN =1 VN =12 13
aneup|0ide C. Matthews 0,1 7
32 80

Tabela 3. Matrizes de confusédo e métricas de desempenho do Life Whisperer Genetics na classificagdo
de embrides euploides e aneuploides, para as populagdes em estudo: A: populagao total de embrides;
B: populagdo de embrides no 5° dia de desenvolvimento, utilizando o 5 como ponto de corte. VPP: Valor
Preditivo Positivo; VPN: Valor Preditivo Negativo; C. Matthews: Coeficiente de correlagdo de Matthews.

Na analise da totalidade dos embrides, as métricas de desempenho indicam que o
Life Whisperer Genetics possui uma elevada sensibilidade de 95,5%, o que significa que &
eficaz a identificar corretamente os embrides euploides. No entanto, o modelo demonstra uma
especificidade baixa, de apenas 11,1%, o que significa que apenas uma pequena fragao de
embrides aneuploides é corretamente identificada. Relativamente ao valor preditivo positivo
(VPP), este demonstra que um embrido so6 é realmente euploide em apenas 27,3% das vezes
em que é considerado como tal, sugerindo uma probabilidade consideravel de falsos positivos.
Por outro lado, o valor preditivo negativo (VPN) é de 87,5%, sugerindo que os embrides
preditos como aneuploides sdo, na maioria das vezes, realmente aneuploides. O valor de 0,10
do coeficiente de correlacdo de Matthews sugere que este modelo tem uma performance

ligeiramente melhor do que uma classificacédo aleatéria, mas ainda € bastante modesta.

Quando se consideram apenas os embrides no 5° dia de desenvolvimento, o Life
Whisperer demonstra uma especificidade ligeiramente aumentada, de 15,0%, o que sugere
uma melhor capacidade de identificar embrides aneuploides. Da mesma forma, a
sensibilidade permanece alta, com 96,9%, mantendo-se a eficacia na identificacao de
embrides euploides. O valor preditivo positivo (VPP) é ligeiramente mais elevado, com 31,3%,
indicando um risco reduzido, mas ainda significativo, de falsos positivos. Ja o valor preditivo
negativo (VPN) é de 92,3%, aumentando a probabilidade de um embrido ser realmente

aneuploide quando é classificado como tal. O aumento no coeficiente de correlacdo de
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Matthews para 0,17 reflete um melhor desempenho do Life Whisperer nos embrides em quinto

dia de desenvolvimento, mas, ainda assim, permanece longe de uma classificagéo util.
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Figura 2. Curvas ROC e de Precisao-Sensibilidade para as populagdes em estudo: A, C: populagéo
total de embrides; B, D: populagdo de embrides no 5° dia de desenvolvimento.

Foi elaborada uma curva ROC para avaliar a capacidade do Life Whisperer em
distinguir entre embrides euploides e aneuploides (Figura 2). A Area Sob a Curva (AUC) de

0,61 para a populacdo geral (Figura 2A) sugere que o Life Whisperer supera um modelo
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aleatdrio, mostrando uma capacidade razoavel na classificagédo. No entanto, ha margem para
melhorias na precisdo. Por outro lado, a AUC mais elevada de 0,71 para embrides no quinto
dia de desenvolvimento (Figura 2B) indica que o Life Whisperer é mais eficaz nesta fase

especifica de desenvolvimento, demonstrando um desempenho mais consistente.

Para além da curva ROC, foi construida uma curva de Precisao-Sensibilidade para
fornecer informagdes complementares (Figura 2). Neste caso, os valores de AUC sao de 0,33
para a populagao geral (Figura 2C) e 0,45 para embrides de dia cinco (Figura 2D). A curva de
Precisdo-Sensibilidade foi construida com o propésito de fornecer informacgbes
complementares, revelando-se importante especialmente em cenarios com conjuntos de
dados desequilibrados. Neste caso, o valor de AUC do Life Whisperer € de 0,33 para toda a
populagdo de embrides, indicando que o modelo possui dificuldades significativas em
equilibrar a precisédo e a sensibilidade de forma eficaz, sugerindo que, ao tentar maximizar a
precisdo para reduzir os falsos positivos, pode comprometer os verdadeiros positivos,
resultando numa baixa sensibilidade. Ja o valor de AUC relativo a populacdo de embrides em
quinto dia de desenvolvimento, de 0,45, revela um desempenho ligeiramente superior,
indicando que a IA consegue obter um equilibrio mais favoravel entre a precisdo e a

sensibilidade neste subgrupo de embrides.

4.3Determinagdo do ponto de corte para distinguir entre embrides euploides e

aneuploides

Tendo em conta que a performance do software nao se revelou a ideal ao utilizar o
limiar de 5 para distinguir entre embrides euploides e aneuploides, apresentando uma
especificidade baixa, apesar de uma sensibilidade alta, foi necessario calcular o valor de corte
mais adequado. Para tal, aplicou-se o método da média geométrica aos resultados
previamente obtidos da curva ROC. Assim, determinou-se que o limiar 6timo para a

classificagao, com a média geométrica mais elevada de 0,606, € o0 9,55.

Atendendo ao novo ponto de corte, os limites das categorias “Alta” e “Muito alta”, que
anteriormente incluiam pontuagdes de 7,5 a 8,9 e 9,0 a 10, respetivamente, foram
reajustados. Assim, a categoria “Alta” passou a englobar pontuag¢des de 7,5 a 9,5, enquanto
a "Muito alta" passou a incluir apenas embrides com pontuagdes de 9,6 a 10,0. Esta alteracéo
assegura que os embrides com pontuagdes entre 9,0 e 9,5, que anteriormente estavam

incluidos na categoria "Muito alta", sejam redistribuidos para a categoria "Alta", reservando a
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classificacdo "Muito alta" exclusivamente para aqueles que superam a pontuacido de 9,55
(Tabela 4).

Além de se verificar, a partida, uma tendéncia para a atribuicao de pontuacdes mais
altas por parte do modelo, refletindo-se em percentagens superiores a 50% na categoria
"Muito alta" e de cerca de 30% na categoria "Alta" (Tabela 2), o valor de corte 6timo de 9,55
vem reforgar a ocorréncia deste fenomeno. Para além disso, os embrides classificados com
uma pontuagao superior a 9,55 constituem uma grande percentagem da totalidade da
populagao de embrides, representando 38% dos embrides da populacéo “Total de Embrides”

e 33% da populagéo “Embrides D5” (Tabela 4).

A Total de Embrides

(N = 170) Euploides Aneuploides Total (%)

Baixa (0.0-2.4) 0 8 8 5%

Média (2.5-7.4) 5 12 17 10%

Alta (7.5-9.5) 15 65 80 47%

Muito alta (9.6-10.0) 24 41 65 38%

B Ef(“Nbrz'oflszg’5 Euploides  Aneuploides  Total (%)
Baixa (0.0-2.4) 0 7 7 6%

Média (2.5-7.4) 2 9 11 10%

Alta (7.5-9.5) 1 46 57 51%

Muito alta (9.6-10.0) 19 18 37 33%

Tabela 4. Distribuicdo dos embrides euploides e aneuploides pelas categorias de probabilidade de
euploidia, reestabelecendo os limites das categorias “Alta” e “Muito alta” tendo em consideragéo o ponto
de corte = 9,55, para as populagdes em estudo: A: populacdo total de embrides; B: populagdo de
embrides no 5° dia de desenvolvimento.

Tendo em consideragao este novo ponto de corte, determinou-se a percentagem de

embrides euploides e aneuploides nas categorias de probabilidade de euploidia reajustadas.

Observou-se que, quanto a populagdo total, dos 98 embrides inicialmente
classificados na categoria "Muito alta" (Tabela 2A), 65 apresentavam uma pontuagao superior
a 9,55 (Tabela 4A). Entre esses 65 embrides, 37% eram de facto euploides e 63% eram
aneuploides (Figura 3A). Ja na populacao de embrides em D5, dos 60 embrides inicialmente
incluidos na mesma categoria (Tabela 2B), 37 obtiveram pontuacao superior a 9,55 (Tabela

4B), sendo que, desses, 51% eram realmente euploides e 49% aneuploides (Figura 3B).
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Verificou-se que a proporgao de embrides euploides na categoria "Alta" diminui em
ambas as populagdes, passando de 21% para 19%. No entanto, na categoria "Muito alta",
observa-se um aumento na percentagem de embrides euploides: de 30% para 37% na
populagao total e de 38% para 51% na populagdo de embrides em D5 (Figura 1; Figura 3).
Isto representa um aumento na confiangca de que, quando um embrido é classificado nesta

categoria, seja realmente euploide.

Percentagem de embrides euploides Percentagem de embrides euploides
e aneuploides em cada categoria e aneuploides em cada categoria
(Total de embribes; N=170) (Embrides D5; N=112)
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Figura 3. Percentagem de embrides euploides e aneuploides em cada categoria de probabilidade de
euploidia, reestabelecendo os limites das categorias “Alta” e “Muito alta” tendo em consideragéo o ponto
de corte = 9,55, para cada uma das populagbes estudadas. A: populagao total de embrides; B:
populacdo de embrides no 5° dia de desenvolvimento.

Tendo isto em conta, a performance da IA foi avaliada novamente, utilizando agora o

valor de corte de 9,55 na construcido das matrizes de confusao.

Ao comparar os resultados obtidos utilizando o ponto de corte ideal, de 9,55, e o
ponto de corte utilizado inicialmente, de 5, verifica-se uma diminuicdo consideravel da
sensibilidade. No que diz respeito a populagéo geral de embrides, a sensibilidade cai de 95,5%
para 54,5%. Da mesma forma, entre os embrides de dia 5, a sensibilidade reduz de 96,9%
para 59,4%, refletindo uma menor capacidade de detetar embrides euploides. No entanto,
esta reducéo na sensibilidade é acompanhada por melhorias significativas na especificidade.
Para a populacado geral de embrides, a especificidade aumenta de 11,1% para 67,5%,

enquanto nos embrides D5, passa de 15,0% para 77,5%. Esta melhoria na especificidade
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reflete uma redugdo consideravel no numero de embrides aneuploides erroneamente

classificados como euploides (Tabela 3; Tabela 6).

Além disso, o valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) também
exibem melhorias com o ponto de corte de 9,55, especialmente evidentes nos embrides D5.
O VPP aumenta de 31,3% para 51,4%, indicando uma maior probabilidade de que os
embrides classificados como euploides sejam de facto euploides. O VPN permanece alto em
ambas as populagdes, o que sugere que embrides classificados como aneuploides tém uma
alta probabilidade de serem de facto aneuploides, apesar da mudanga no ponto de corte.
Relativamente ao Coeficiente de correlagdo de Matthews, verifica-se um aumento em ambas
as populagdes, o que significa que ha uma melhoria no poder preditivo do sistema (Tabela 3;
Tabela 6).

Conclui-se que, embora a embora a sensibilidade seja sacrificada com o aumento do
ponto de corte para 9,55, ha uma melhoria substancial na especificidade, nos valores
preditivos positivo e negativo e no Coeficiente de Matthews. Por outro lado, hd um aumento
significativo da percentagem de embrides euploides entre aqueles com pontuagédo acima de
9,55 — 51% (Figura 3B) — comparativamente a percentagem observada na categoria “Muito
alta” — 38% (Figura 1B).

Total de
Embrides Euploide  Aneuploide s
(N = 170) Sensibilidade 54,5%
Classificado Especificidade 67,5%
como VP =24 FP =41 65
Classificado VPN 81,0%
como FN =20 VN = 85 105

44 126
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Embrides

D5 Euploide  Aneuploide .
(N = 112) Sensibilidade 59,4%
Classificado Especificidade 77,5%
como VP =19 FP =18 37
euploide VPP 51,4%
Classificado VPN 82,7%
como FN =13 VN = 62 75
aneup|oide C. Matthews 0,35
32 80

Tabela 5. Matrizes de confuséo e métricas de desempenho do Life Whisperer Genetics na classificagao
de embrides euploides e aneuploides, para as populagdes em estudo: A: populagdo total de embrides;
B: populacado de embrides no 5° dia de desenvolvimento, utilizando o 9,55 como ponto de corte. VPP:
Valor Preditivo Positivo; VPN: Valor Preditivo Negativo; C. Matthews: Coeficiente de correlacao de
Matthews.

4 4 Analise de anomalias cromossomicas

Paralelamente as avaliagdes previamente descritas, procedeu-se ao estudo da

frequéncia das anomalias cromossémicas na populagédo em estudo (Tabela 7).

Em primeiro lugar, realizou-se uma pequena analise da frequéncia de todas as
anomalias cromossoémicas, € os dados foram condensados na Tabela 7, que detalha a
incidéncia de diferentes tipos de aneuploidias, incluindo monossomias, trissomias,

duplicagbes e delecbes, para cada um dos 22 autossomas € para o cromossoma X.

Os resultados revelam que os cromossomas 15, 16, 21 e 22 apresentam a frequéncia
de anomalias mais elevada, corroborando os dados da literatura existente, que identificam
estes cromossomas como os mais suscetiveis a falhas de segregacao (Herbert et al., 2015).
Em particular, o cromossoma 22 destaca-se com o maior numero total de aneuploidias,
surgindo em 30 casos, seguido pelos cromossomas 16, com 23 casos, o cromossoma 15,

com 21 casos e o cromossoma 21, com 19 casos.
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Cromossoma | Monossomia Monossomia parcial Trissomia  Trissomia parcial Duplicagdo Delecao Total
1 1 0 2 0 0 0 3
2 2 2 4 1 1 1 11
3 2 0 1 0 0 0 3
4 4 0 1 1 0 0 6
5 1 0 2 2 0 0 5
6 3 0 4 1 0 1 9
7 3 0 3 1 1 0 8
8 3 0 6 0 0 0 9
9 3 1 7 0 1 0 12
10 5 0 4 0 0 0 9
11 8 0 5 0 0 0 13
12 1 0 3 0 2 0 6
13 6 0 3 1 0 0 10
14 2 1 2 0 0 0 5

15 11 0 10 0 0 0 21
16 13 0 9 1 0 0 23
17 1 1 2 0 0 0 4
18 6 0 3 0 0 0 9
19 8 0 5 0 0 0 13
20 6 0 8 0 0 0 14
21 13 0 6 0 0 0 19
22 15 1 14 0 0 0 30
X 3 0 0 1 1 0 5
120 6 104 9 6 2 247

Tabela 6. Frequéncia de aneuploidias para cada um dos 22 autossomas e para o cromossoma X dos
embrides da populagao em estudo.

De seguida, a média das pontuagdes atribuidas pelo Life Whisperer Genetics foi
calculada para cada uma das categorias de embrides: euploides, com monossomias simples,
com trissomias simples, com monossomias multiplas, com trissomias multiplas e aneuploidias
mistas (Figura 4). Como seria de esperar, os embrides euploides apresentaram pontuagdes
mais elevadas para a probabilidade de euploidia e simultaneamente desvios padrdes
relativamente baixos, indicando uma menor variabilidade nas pontuagées e, portanto, uma
maior consisténcia nos resultados. Contudo, observou-se uma anomalia na analise total dos
embrides, na qual as trissomias simples apresentaram uma pontuacao de 9,15, ligeiramente

superior a dos embrides euploides.

As aneuploidias simples, incluindo monossomias e trissomias, apresentaram
pontuacdes de probabilidade de euploidia mais elevadas do que as aneuploidias multiplas.
Este padrdo sugere que uma unica anomalia cromossomica € menos prejudicial para a
normalidade genética do que anomalias multiplas. Para além disso, dentro da categoria de
aneuploidias simples, as trissomias atingiram pontua¢des mais altas do que as monossomias,
0 que indica que as trissomias podem ser menos disruptivas para a integridade genética do

gue as monossomias.
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Os elevados desvios padrbes observados em todas as categorias, especialmente
nas monossomias multiplas e nas aneuploidias mistas, destacam uma variabilidade
significativa na probabilidade de esses embrides serem euploides, indicando uma maior

incerteza na determinacao dessas probabilidades.
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Figura 4. Média da pontuagao atribuida pelo Life Whisperer Genetics para cada uma das anomalias
cromossOmicas e para os embrides euploides para as populagbes em estudo: populacao total de
embrides; populacdo de embrides no 5° dia de desenvolvimento.

4.5Estudo Piloto sobre a pontuagdo da Viabilidade embrionaria vs Classificacao

morfoldégica

Apbs o estudo do desempenho da Life Whisperer Genetics, realizou-se um pequeno
estudo piloto sobre a viabilidade, utilizando a mesma populacdo de embrides, comparando a
pontuagdo atribuida pelo soffware com a classificagdo embrionaria considerada pelo

laboratério, na qual se aplicou o sistema de classificagao da ASEBIR.

O sistema de classificagao da ASEBIR categoriza os embrides em graus, sendo o A
o de maior qualidade, seguido pelo B e C. Para este estudo, os embrides foram ainda divididos
em dois grupos: blastocistos expandidos e ndo expandidos, visto que a expansdo e a
morfologia s&o fortes indicadores da viabilidade embrionaria (Thompson et al., 2013; Zhao et
al., 2019).
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A analise dos resultados revela uma forte correlacdo entre as pontuacbes de
viabilidade e as classificagcdes atribuidas pelas embriologistas do laboratério IERA Lisboa
(Figura 5). Os embrides de melhor qualidade, de grau A, apresentaram consistentemente
pontuacgoes de viabilidade superiores aos de grau B, que por sua vez foram superiores as dos
de grau C. Esta tendéncia foi evidente tanto em blastocistos expandidos como nao

expandidos.

Os blastocistos expandidos apresentaram pontuagdes mais elevadas do que os nao
expandidos em todos os graus, evidenciando o impacto significativo da expansdo na
viabilidade embrionaria. Por exemplo, os embrides de grau A expandidos tiveram uma
pontuacdo media de viabilidade de 7,8, comparada com 5,4 para os embrides de grau A ndo
expandidos. Da mesma forma, os embrides de Grau B expandidos apresentaram uma média
de 6,5, enquanto os nao expandidos obtiveram 2,4. Este padrdo também se verificou nos
embrides de Grau C, com os expandidos a registarem uma média de 5,4 em comparagao com
1,5 para os ndo expandidos. Estes resultados destacam o impacto positivo da expanséao do

blastocisto na sua viabilidade.

Para além disso, os dados relativos aos blastocistos expandidos exibiram uma menor
variabilidade, traduzindo-se em desvios padrdo mais baixos. Por exemplo, embrides de grau
A expandidos apresentaram um desvio padrao de 1,35, significativamente inferior ao desvio
padrdo de 3,11 observado nos ndo expandidos. Esta consisténcia sugere que os embrides

expandidos s&o mais uniformemente de alta qualidade morfolégica.

A analise dos embrides exclusivamente em D5 reforgou estes resultados, mostrando
que os blastocistos expandidos ao quinto dia obtiveram niveis de viabilidade mais elevados e
menor variabilidade em comparagao com os nao expandidos, destacando a importancia da

expansao na determinacao da viabilidade embrionaria.
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Figura 5. Média da pontuagao atribuida pelo Life Whisperer Viability para cada grau de classificagdo
embrionaria (A, B e C) relativamente aos blastocistos ndo expandidos e expandidos para as populagdes
em estudo: populagéo total de embrides; populacdo de embrides no 5° dia de desenvolvimento.

4 .6 Discussao dos resultados

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia do software Life Whisperer Genetics
na previsao da euploidia de embrides humanos, no contexto de um Centro de PMA portugués.
Para tal, foi seguido o protocolo de validagdo preconizado pela propria Life Whisperer, que
designa a divisdo dos embrides em quatro categorias de probabilidade de euploidia e a
associacao do resultado genético de cada embrido apds PGT-A, permitindo o célculo da

proporgcao de embrides euploides e aneuploides em cada categoria. Segundo este protocolo,
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os resultados esperados seriam uma correlagdo positiva evidente entre as categorias de
probabilidade de euploidia, com um aumento da propor¢ao de embrides euploides desde a

categoria “Baixa” até a categoria “Muito alta”.

Apods recolha das pontuacgbes atribuidas pelo LW Genetics, observou-se que os
embrides euploides foram predominantemente classificados nas categorias de probabilidade
de euploidia alta e muito alta, com uma tendéncia linear significativa evidenciada apenas
quando se consideraram os embrides no quinto dia de desenvolvimento. Este resultado
sugere que a inclusao de embrides de D6, embora morfologicamente semelhantes aos de D5,
pode introduzir uma variabilidade que compromete a robustez dos resultados. A decisao inicial
de incluir os embrides em D6, ainda que nao seja o recomendado pelo software, deveu-se ao
facto de os embrides possuirem ritmos de desenvolvimento diferentes e alguns atingirem a
fase de blastocisto expandido, passivel de ser biopsado, apenas no D6. Por outro lado, por
questdes de logistica do laboratério e eficiéncia, existe uma preferéncia de biopsar todos os
embrides da mesma coorte no mesmo dia, o que, devido a referida assincronia, leva a que
alguns embrides sejam biopsados apenas em D6, apesar de ja estarem expandidos em D5.
Com esta avaliagao verificou-se que o modelo apresenta uma efetividade mais préxima do

esperado para embrides em D5.

Contudo, apesar de os resultados obtidos terem evidenciado, de facto, uma
tendéncia positiva significativa no caso dos embrides em D5, a percentagem de embrides
euploides em cada uma das categorias foi mais baixa do que o expectavel. Isto significa que,
no processo inicial de validagéo, a probabilidade de um embrido, classificado na categoria
“‘Muito alta” ser de facto euploide era de apenas 38%, enquanto o esperado seria uma
probabilidade de cerca de 77%. No que respeita as categorias “Média” e “Alta”, observa-se
que apenas 18% e 21% dos embrides nelas incluidos, respetivamente, sdo verdadeiramente
euploides. Esta ocorréncia foi substancialmente mais baixa que a expectavel, que seria de
cerca de 48% para a categoria “Média” e 60% para a “Alta”, o que apesar de ir contra os
resultados previstos pelo modelo, nos permitiu ter uma maior confianga de que embrides com
pontuacgdes inferiores a 9.0 tém uma baixa probabilidade de serem euploides. Por outro lado,
os resultados obtidos na categoria “Baixa” revelam que a probabilidade de um embrido com
pontuacao inferior a 2.4 ser euploide foi nula, apesar de a probabilidade esperada ser de 42%.
Este resultado indica que a plataforma nunca atribuiu pontuagdes inferiores a 2,4 a embrides

euploides, revelando, neste contexto, uma eficacia superior ao esperado.
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O facto de, em cada categoria, se observar uma percentagem de embrides euploides
inferior a previamente descrita no modelo € uma ocorréncia que merece ser discutida em
pormenor. Este fendmeno pode ser atribuido, por exemplo, ao facto de a populagdo em estudo
ser limitada pela legislacédo, com a grande maioria dos pacientes com idade superior a 39
anos e, consequentemente, com maior probabilidade de aneuploidias. De facto, a proporgéo
de embrides aneuploides neste estudo foi cerca de 70% (Tabela 1), enquanto na populagéo
utilizada para o desenvolvimento do LW esta proporgéo foi entre 30-40% (Ver Milyea et al.,
2020). Esta pode ser uma explicacdo para a percentagem de embrides euploides ser mais
baixa do que o esperado em todas as categorias. Uma vez que a populagado utilizada para
criar o algoritmo tinha idades compreendidas entre os 19 e os 53 anos (Ver Milyea et al.,
2020), sendo mais heterogénea relativamente a idade das pacientes do que a utilizada para
o estudo, podemos colocar a hipétese de que existe esta limitagado do software e supor que a
especificidade da populagdo em estudo pode condicionar os resultados, o que reforga a ideia
de que é imprescindivel a validagao prévia do LW no contexto especifico em que sera
aplicado. Em estudos futuros, seria de interesse realizar esta mesma validagdo do LW
Genetics em casos de pacientes elegiveis para PGT-A néo pelo critério da idade, mas pela
manifestacdo de falhas repetidas de implantacdo embrionaria apdés trés ou mais
transferéncias embrionarias, dois ou mais abortos clinicos de causa desconhecida, PGT-M ou
PGT-SR. Deste modo, seria possivel compreender melhor a influéncia da idade materna na

performance do LW.

Considerando os resultados obtidos, inicialmente estes indicaram uma sensibilidade
elevada, sobretudo para a populagao de embrides no quinto dia de desenvolvimento, ou seja,
o modelo identificava corretamente a maioria dos embrides euploides. Em contrapartida, a
especificidade demonstrava ser baixa, sugerindo um nimero consideravel de falsos positivos,
0 que apontava para que, ainda assim, uma percentagem significativa de embrides
aneuploides era considerada euploide. No entanto, ao ajustar o ponto de corte para a divisdo
entre embrides provavelmente euploides e aneuploides, de 5 para 9,55, observou-se uma
melhoria na especificidade, nos valores preditivos positivos e negativos e no Coeficiente de

correlagéo de Matthews, ainda que a custa de uma redugéo na sensibilidade.

Tal como ja referido, verificou-se logo a partida que o modelo demonstrava uma
tendéncia para atribuir classificacées mais altas mesmo no caso de embrides aneuploides,
facto que é comprovado pelo limiar 6timo de 9,55. Uma das consequéncias desta inclinacao
€ uma distribuicdo heterogénea dos embrides nas categorias de probabilidade de euploidia,
0 que compromete a robustez das analises subsequentes. Uma possivel justificagao para a
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ocorréncia de pontuagcdes extremamente elevadas é o tipo de camara utilizada para a
captagdo de imagens dos embrides, que no presente estudo foi a cdmara da incubadora
timelapse Geri®. A qualidade das imagens utilizadas contrasta com as imagens recolhidas
entre 2011 e 2020, provenientes de uma diversidade de microscopios oticos, utilizadas para
o desenvolvimento e treino do software. Desta forma, a qualidade das imagens utilizadas para
este estudo podera explicar a grande propor¢cdo de embrides que foram classificados com

pontuacdes acima de 9 pelo LW.

Aidentificacao de um limiar 6timo distinto do inicialmente descrito no modelo permitiu-
nos propor novos critérios de inclusado para as categorias “Alta” e “Muito alta”, passando estas
a incluir os embrides classificados com pontuacgdes entre 7,5 - 9,5 € 9,6 — 10,0. Apesar de a
percentagem de embrides euploides ter diminuido na categoria "Alta", esta aumentou na
categoria "Muito alta", o que significa que houve um aumento da confianga de que um embrido

classificado nesta categoria seja euploide.

De forma a complementar este estudo, foi analisada a frequéncia das anomalias
cromossomicas, tendo-se observado que esta se encontra em linha com a literatura existente,
destacando os cromossomas 15, 16, 21 e 22 como os mais suscetiveis a falhas de
segregacao. Por fim, observou-se uma correlagdo positiva entre a qualidade embrionaria
atribuida pelas embriologistas e as pontuacdes de viabilidade atribuidas pelo LW Viability,
reforcando a validade do software na previsdo da viabilidade embrionaria. Para além disso,
verificou-se que a pontuagdo de viabilidade aumenta com o grau de qualidade morfolégica
dos embrides e com o grau de expansao do blastocisto, destacando a importancia destes

fatores como indicadores de viabilidade.

Apesar dos resultados promissores, este estudo apresenta algumas limitagdes que

devem ser consideradas.

Tendo em conta que a idade da paciente esta fortemente correlacionada com a
ocorréncia de aneuploidias (Mikwar et al., 2020), poderiamos pensar que um modelo como o
LW, de previsao da ploidia dos embrides, deveria ter em consideracédo a idade da paciente,
para além avaliagdo morfolégica do embrido a partir de uma imagem estatica. No entanto, um
estudo de Perugini et al., 2022 propds que os efeitos da idade na qualidade embrionaria séo
inerentes a morfologia do embrido, pelo que ndo considera necessario adicionar a informacgao
relativa a idade como uma variavel adicional. Contudo, os resultados obtidos no presente
estudo indicam que, para que a efetividade do modelo se mantenha proxima da esperada,

este deve ser previamente validado no contexto em que vai ser aplicado.
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Por outro lado, um estudo realizado com o software Life Whisperer indicou que a
performance 6tima para classificagcado e selecdo de embrides euploides foi observada as 120
horas poés-fertilizagdo, embora a capacidade preditiva se mantenha em varios momentos do
quinto dia de desenvolvimento (S. Diakiw et al., 2023). Contudo, para a realizacdo deste
estudo foram utilizadas imagens de embrides relativas ao ultimo momento antes do
congelamento ou a bidépsia do embrido, exceto nas situacdes em que o0s colapsos
embrionarios impediram a visualizacdo da massa celular interna, nas quais o momento de
captura foi anterior. Apesar de terem sido utilizadas as ultimas imagens disponiveis dos
embrides por serem consideradas as mais fidedignas, o estudo sugere que se 0 momento da
captura das imagens tivesse sido padronizado, especificamente as 120 horas pés-fertilizagao,
a performance do modelo poderia teria sido melhor. Ndo podemos excluir a hipétese de que
tal padronizacéo exercesse um efeito particularmente importante nos resultados obtidos com
os embrides que foram biopsados em D6. Em estudos futuros, seria interessante utilizar
imagens de embrides as 120 horas de desenvolvimento, que correspondem a D5, em vez de
a ultima imagem disponivel do embrido, de modo a compreender a importancia da utilizagao

de embrides de D5 neste software.

Adicionalmente, num estudo de Zhu et al., 2024, a duracdo dos colapsos dos
blastocistos até a sua reexpanséo foi considerada um bom fator preditor de aneuploidias.
Tendo isto em consideragdo, estes autores sugerem que a duragdo dos colapsos dos
embrides deve ser incluida com uma variavel significativa em algoritmos para previsdo de
gravidez. Ou seja, visto que as capturas de imagens dos embrides foram feitas antes dos
colapsos ou apoés as reexpansodes, o algoritmo nao teve em conta esta variavel, que podera
ser importante considerar quando se prevé a sua ploidia. Esta limitacdo poderia ser
ultrapassada se, em vez de uma uUnica imagem estatica, se utilizassem videos do
desenvolvimento embrionario, permitindo ndo so6 ter em conta os colapsos, mas muitas outras
informacdes temporais e espaciais que poderiam melhorar significativamente a performance
preditiva do algoritmo (Barnes et al., 2023). Contudo, a utilizagdo de imagens estaticas
possibilita que este soffware seja utilizado por um maior numero de Centros de PMA, uma vez

que a utilizagao de incubadoras com tecnologia time lapse é ainda limitada.

Outro fator que pode introduzir limitagdes nos resultados sao os critérios utilizados
para definir um embrido mosaico, que podem variar entre laboratérios de genética. Por essa
razao, os seis embrides mosaico da populacdo em estudo foram excluidos da analise. Este
facto, juntamente com a constituigdo de um grupo exclusivamente composto por embrides em
D5, condicionou a dimensao da populagdo estudada, que incluiu 118 embrides. Apesar de
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estar dentro do proposto pelo estudo de validagdo, que sugeria uma analise de entre 100 e
200 embrides, podemos supor que, se a amostra estivesse mais perto do limite superior, a

analise estatistica teria maior robustez.

Por fim, é importante referir que no decurso do estudo, em favor da consisténcia da
apresentacao dos resultados, manteve-se a andlise dos dois grupos de dados em paralelo,
Total de embrides e Embrides em D5, dando-se, no entanto, mais énfase a discussdo dos

resultados obtidos para o grupo de dados referente aos Embrides em D5.

Conclusao

Dada a importancia de se transferir apenas um embrido, especialmente na fase de
blastocisto, de forma a reduzir as taxas de gravidez gemelar devido as suas implicagdes para
a saude materna e do bebé, mas sem comprometer a taxa de gravidez num ciclo de PMA,
torna-se importante selecionar o embrido com maior probabilidade de dar origem a um bebé
saudavel. Neste sentido, a embriologia clinica baseia-se na aplicagdo de diversos sistemas
de selegcao embrionaria, incluindo métodos de avaliagdo da ploidia. Tém surgido diversos
métodos ndo invasivos como alternativa ao PGT-A, cuja aplicagdo se mantém controversa
devido a possiveis riscos associados a biopsia embrionaria ou a limitagdes relacionadas com
o contexto legal de cada pais. Atualmente, o foco dos métodos ndo invasivos tem sido
direcionado para a analise de DNA presente no meio de cultura e para modelos de inteligéncia

artificial.

Assim, o LW surgiu como uma solugédo promissora, especialmente em paises como
Portugal, em que existe um enquadramento legal especifico para a utilizacdo do PGT-A e
onde o niPGT-A ndo esta autorizado. Neste contexto, apresentando-se como um método
complementar a classificagdo morfolégica ou morfocinética, com potencial para beneficiar os
pacientes nao elegiveis para PGT-A e potenciar a sele¢ao, na primeira transferéncia, de um
embrido com elevada probabilidade de implantagéo, reduzindo assim o numero de tentativas
necessarias para obten¢ao de gravidez, assim como o tempo para o nascimento de um bebé
saudavel. No caso de pacientes que nao podem recorrer ao PGT-A e que tém um numero
elevado de embrides, a detegdo da probabilidade de um embrido ser euploide é crucial. Este
tipo de IA poderia ajudar a identificar qual o embrido com maior probabilidade de ser viavel e

euploide, reduzindo o tempo até se atingir uma gravidez (TTP) ao mesmo tempo que mantem
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baixo o nimero médio de embrides transferidos em cada transferéncia, que se pretende que

seja préximo de 1.

Este estudo investigou a performance do software LW Genetics no contexto do
Centro de PMA IERA Lisboa, comparando as classificacbes de probabilidade de euploidia
assim obtidas, com os resultados do PGT-A. Os resultados obtidos sugerem que a sua
aplicabilidade é influenciada pela idade das pacientes, que por sua vez é influenciada pelo
contexto legal em que o Centro se insere, e pelo dia de desenvolvimento embrionario, sendo
a sua efetividade maior quando aplicado a embrides em D5 e apds o ajuste dos limites de
inclusado nas categorias “Alta” e “Muito Alta”. Por fim, a ocorréncia de uma menor percentagem
de embrides euploides em cada uma das categorias de probabilidade de euploidia quando
comparada com o modelo do algoritmo, bem como a identificagdo de um ponto de corte
distinto do descrito para o modelo de IA confirma a importancia de validar o software in loco,
antes da sua utilizagdo. Apods este estudo, podemos afirmar que embrides em D5 que
obtenham uma classificagdo LW Genetics superior a 9,55 tém uma maior probabilidade de
euploidia do que embrides com classificagbes inferiores. No entanto, este ponto de corte

podera nao ser aplicavel a pacientes com idade inferior a 39 anos ou embrides em D6.

Numa primeira analise, confirmou-se uma tendéncia linear significativa na
distribuicdo de embrides euploides pelas quatro categorias crescentes de probabilidade de
euploidia, apenas para o caso da populacdo de embrides em D5. Para além disso, os
resultados obtidos no decurso da validagdo do LW evidenciaram a sua efetividade na
identificagcdo de embrides euploides, especialmente quando ajustado o ponto de corte das
categorias de classificagdo. A sensibilidade inicialmente elevada do LW para embridées no
quinto dia de desenvolvimento demonstrou ser significativa, embora tenha sido acompanhada
por uma especificidade reduzida, indicando uma proporcao consideravel de falsos positivos.
No entanto, os ajustes nos critérios de classificagdo melhoraram a especificidade, os valores
preditivos positivos e negativos e o Coeficiente de Matthews, tornando o LW uma ferramenta
mais robusta na selecdo de embrides euploides para transferéncia. A determinagdo de um
novo ponto de corte adequado aos dados da populagdo em estudo, para além de aumentar o
poder preditivo do sistema, permitiu o ajuste das categorias de probabilidade de euploidia,
reservando a categoria “Muito alta” para apenas embrides com uma pontuacéo acima de 9,55,

aumento a probabilidade de identificar de facto embrides euploides nesta categoria.
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Adicionalmente, a correlagdo observada entre as classificagdes de viabilidade do LW
e a qualidade embrionaria considerada por embriologistas reforca a validade do software

como um preditor confiavel da viabilidade embrionaria.

Apesar de apresentar resultados promissores, estes demonstram que o software
ainda nao esta completamente adaptado para a aplicagdo direta em laboratério, sem que
antes se realize um estudo de validacgao in loco. Isto revelou ser especialmente importante ao
considerar o contexto legal portugués, no qual apenas mulheres com idade superior a 39 anos
ou com outros fatores especificos podem realizar o PGT-A. Este fator foi responsavel por
limitar a populagao elegivel para a validagdo do LW como ferramenta complementar na

selecao de embrides euploides para transferéncia, bem como os resultados obtidos.

Tendo em conta os dados publicados por Ver Milyea et al., 2020, que apoiam 0 uso
do LW Genetics para avaliar a ploidia dos embrides, seria expectavel que se alargassemos o
estudo também a populagcdo de pacientes que nao sao elegiveis para PGT-A, no contexto
nacional, poderiamos nao s6 aumentar a probabilidade de selecionar embrides euploides para
transferéncia, como também embrides viaveis, dado que a pontuacgdo atribuida pelo software
aparenta estar em linha com a classificagao atribuida pelas embriologistas. No entanto, uma
vez que a concordancia das pontuagdes atribuidas pelo software com a ploidia determinada
pelo PGT-A nao é total, para além de existir um risco de classificar erradamente embrides
euploides como aneuploides, esta IA ndo podera ser utilizada para descartar embrides, mas

apenas como um sistema de priorizacao de embrides para transferéncia.

Por outro lado, o facto de se terem obtido resultados distintos daqueles descritos no
modelo do algoritmo de IA, reforca a importancia da realizagao do estudo prévio de validagcao
nestes tipos de sistema, in loco, uma vez que as condi¢cdes laboratoriais, tais como o
ambiente, a temperatura, o pH, os meios de cultura, os tipos de estimulagdo ovarica e os
procedimentos e protocolos utilizados, bem como com as caracteristicas populacionais

inerentes a cada Centro, podem influenciar a pontuacéo atribuida pelo software.

Para superar as limitagoes identificadas, estudos futuros poderiam incluir a idade da
paciente como uma variavel na analise, estabelecer um momento padronizado para a captura
de imagens de embrides, incorporar a duragdo do colapso e reexpansdo do blastocisto nos
modelos preditivos, utilizar videos do desenvolvimento embrionario para capturar informacoées
temporais e espaciais mais detalhadas e procurar uma maior padronizagdo na classificacédo
dos embrides mosaicos entre laboratorios de genética. Para além disso, apesar de estudos

demonstrarem que a influéncia da idade materna esta refletida na imagem do embrido, seria
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interessante averiguar a performance do software em faixas etarias distintas e avaliar se o
seu poder preditivo é influenciado negativamente por este fator, especialmente em embrides
provenientes de mulheres de idade superior a 38 anos, como na populagao aqui em estudo.
Neste sentido, para tentar compreender melhor a influenciada da idade materna na
performance do LW, seria interessante realizar esta mesma validacdo do LW Genetics em
casos de pacientes elegiveis para PGT-A nao pelo critério da idade, mas pela manifestagcao
de falhas repetidas de implantagdo embrionaria apds trés ou mais transferéncias

embrionarias, dois ou mais abortos clinicos de causa desconhecida, PGT-M ou PGT-SR.

Essas melhorias poderiam potencialmente aumentar a precisao e a aplicabilidade do
Life Whisperer Genetics, contribuindo para melhores praticas na selegdo embrionaria em
clinicas de fertilidade, sendo particularmente util no contexto legal portugués, quando aplicado
a pacientes que, embora ndo sendo elegiveis como beneficiarios das técnicas de PGT-A ou

nao pretendam recorrer a estas, possuem um elevado nimero de embrides transferiveis.
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