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INTRODUCTON

v" Controlled Ovarian Stimulation

Essential step for in vitro fertilization

Development of multiple follicles
Recovery of multiple oocytes

Selection of the best embryo
for transfer
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O estimulo ovariano controlado, € uma etapa essencial para os ciclos de
fertilizacéo in vitro,

e permite o desenvolvimento de multiplos foliculos,
levando a recuperacéo de multiplos odcitos,

0 que permite a selecdo do melhor embrido a ser transferido.



INTRODUCTION

v" Controlled Ovarian Stimulation

Proper(r:ecs)pS)onse to i 5 014 oocytes
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Cai et al. 2013 Briggs et al. 2014

De acordo com relatos prévios, a recuperacéo de 5 a 14 odcitos é considerada
uma resposta apropriada ao EOC.



INTRODUCTION

v" Controlled Ovarian Stimulation

Normo
response i Hyper response

Poor response »
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Porém a resposta ao estimulo ovariano controlado é extremamante varidvel dentre as
pacientes, e tanto hyper quanto pobre resposta pode ter efeitos prejudiciais aos ciclos.



INTRODUCTION

v Cancellation of IVF cycles risk

Few oocytes Many oocytes

~ Decrease take Better embryo
home baby selection
Increased number
of embryos

Lower cost

Lower OHSS Risk
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Kumbak et al. 2009, Sunkara et al 2011

A recupeacdo de poucos odcitos leva a um menor risco,
pode ter menor custo,

mas também leva a uma menor taxa de bebé em casa

Enquanto a recupertacdo de muito odcitos aumenta o risco da sindrome do
hiperestimulo ovariano,

mas também aumenta o niumero de embrides

e permite a selecdo de melhores embrides para a transferencia.



INTRODUGAO

v It is nearly impossible to accurately predict the ovarian response and tailor an
individualised stimulation protocol

Anti-
Mullerian

Maternal
Age

N\

The development of non-invasive techniques, capable of predicting the
response to COS, would allow for individualised treatment and increased
success rates.

E quase impossivel prever com precisdo a resposta ovariana e adaptar um protocolo de
estimulacdo individualizado

com base em parametros que hoje temos acesso, como contagem de foliculos antrais,
nivel de hormonio antimullerian,

idade materna,

Nivel do FSH

Dessa maiera o desenvolvimento de técnicas ndo invasivas, capazes de prever a

resposta ao EOC podem permitir a individualizacdo dos tratamentos aumentar a chance
de sucesso



INTRODUCTION
* MicroRNAs

Endogenous

Single-strand RNA molecules

of 20-24 nucleotides

Non-coding RNA molecule

Post-transcriptionally regulate
gene expression in eukaryote
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Asirvatham et al. 2009, McCallie et al. 2010, Mouillet et al. 2015, Thouas et al. 2015

MICRORNAS (MIRNAS) SAO moléculas endégenas
de RNA fita simples de 20—-24 nucleotideos,
nao codificadores de proteinas,

gue agem como potentes reguladores da expressao génica em plantas e animais



INTRODUCTION

* MicroRNAs: actively secreted into the bloodstream and
regulate gene expression in distant organs
bl

* = FERTILITY
Thomou et al. 2017, Wang et al. 2010, Weber et al. 2010

iRNAs sdo secretados ativamente na corrente sanguinea e regulam a expressao génica
em drgaos distantes.

MicroRNAs ja oram isolados de diversos liquidos corpdreos como sangue
urina

saliva

lagrimas

leite materno

Sémen e

outros



OBJECTIVE
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, 0 objetivo do presente estudo foi identificar potenciais biomarcadores miRNAs da
resposta ao estimulo ovarian controlado



MATERIAL AND METHODS

Serum samples from
patients undergoing
‘ COS (n=70)

Standardization of miRNA |
detection in serum (n=10)

I |

Normo Response Group:

Poor Response Group: , Hyper Response Group:
< 4 retrieved oocytes 28 andoﬁcgergtrleved > 25 retrieved oocytes
| PR Group NR Group HR Group

—
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Para tal, amostras de soro de 70 pacientes submetidas a ciclos de estimulagdo ovariana
controlada foram analizadas.

Primeiramente, dez amostras foram utilizadas para a padronizacdo da deteccdo de
microRNA no soro.

As 60 amostras restantes foram subdivididas em tres grupos dependendo da respota ao
estimulo ovariano controlado (Pobre resposta, normoresposta e hiper resposta)
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MATERIAL AND METHODS

Two experimental sets (60 samples)

A

S > FERTILITY

Essas amostras foram ultilizadas para duas fazes posteriores do experimento

No primeiro experimento, 15 amostras foram utilizadas para a indeitificagao de
microRNAs diferencialemnte expressos entre os grupos experimentais e as outras 45
amostras foram utilizadas para a validagao dos micro RNAs
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Collected before Serum

CcOS Samples

Poor Normo Hyper
Response to COS = Response Response Response
(PR group) (NR group) J (HR Group) J
\ J
|
1 Pool Individual l
Large-scale expression Expression of specific
analysis platform mIiRNAS
Selected |
PR NR miRNAs PR | NR

(n=5) | (1=5) | (n=15) | (n=15)

R HR .
= (o =
Validation set)”’

Gentification of
microRNAs

De maneira um pouco mais detalhada:

Primeiramente 15 amostras dividias em 3 grupos de resposta ovariana foram agrupadas
para cada grupo: 5 amostras para o Grupo pobre resposta, 5 para o grupo normor e 5
para o grupo hyper resposta.

Essas amostras foram andlisadas por meio de uma Plataforma de anélise de expressao
em larga escala onde alguns microRNAS diferencialsmente expressos foram
identificados.

Posteriormente esses microRNAs foram testados (no experimento de validagdo) em 45
amostras individuais novamente divididas entre os grupos de resposta 15 para probre,
15 para normo e 15 para hiper resposta.
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MATERIAL AND METHODS

v Controlled Ovarian Stimulation

‘ GnRH antagonist

. Recombinant FSH

‘ Recombinant hCG

Ml e
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t Menses

—
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AS PACIENTES FORAM SUBMETIDAS AO BLOQUEIO HIPOFISARIO
REALIZADO POR MEIO DA ADMINISTRACAO DO ANTAGONISTA DO
HORMONIO LIBERADOR DE GONADOTROFINAS SEGUIDO POR EOC, COM
ADMINISTRACAO DE FSH RECOMBINANTE.

A ESTIMULACAO OVARIANA FOI ACOMPANHADA POR DOSAGENS
SERICAS DE ESTRADIOL (E2, PG/ML) E ULTRASSONOGRAFIAS SERIADAS,
SENDO OS DADOS OBTIDOS UTILIZADOS PARA DEFINIR O MOMENTO DE
ADMINISTRACAO DE HCG, PARAA MATURACAO FOLICULAR FINAL.

A RECUPERACAO OOCITARIA FOI REALIZADA ENTRE 34 A 36 HORAS
APOS A ADMINISTRACAO DA HCG
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MATERIAL AND METHODS

Serum samples obtained through venipuncture, prior to
beginning of COS

Small RNAs was extracted from 200pl of serum samples
using a commercial kit

Identification and quantification of aberrantly
expressed miRNAs performed by using a
large-scale quantification PCR-Array

As amostras de sangue foram coletadas anteriormente ao EOC,
os microRNAs form extaidos usando um kit comercial

E a identificacdo e quantificagdo de miRNAs diferencialmente expressos entre os grupos
(ou seja, a primera parte do experimento) for realizada em uma plataforma de
quantificacdo em larga escala por meio de arranjos de PCR
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MATERIAL AND METHODS

According with this analysis, four miRNAs were [[LLLT RT psimer
selected to be tested in the validation set TLiT

Step 1:
Stem-loop RT

*Illllllllllllmo

The validation was performed by using the Step 2:
miRNA Assays quantification kit RisHimé POR

\ Forward primer
O T T T O O

<
®=> FERTILITY O () Reverse

primer

TagMan probe

De acordo com essa analise incial, 4 micro RNAS foram selecionados e testados nas
amostras do experiemnto de validacdo

por meio de um ensaio de quantificacao de microRNAs
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RESULTS

Patient’s and cycle’s characteristics for the Poor response, Normo response and Hyper
response Groups

33.88+1.87

3240+2.75 31.30+2.11 0.065
25.04£4.27 2244 £2.50 25.50+4.19 0.264
2383.33 + 668.48 2650.00 + 469.87 2495.00 + 584.38 0.825

913.00+41580°  1818.00+ 107319° 3901.00+ 770.74¢ 0.003

3.50+0.852 11.20 + 1.03b 50.40 + 22.24¢ <0.001
2.80+0.927 9.70 + 1.49° 36.50 + 4.45¢ <0.001
82.50 +23.71 86.82 + 11.84 81.03+24.98 0.816
240+ 0.842 7.30 + 1.56° 23.80+5.09 <0.001

Em relacdo as caracteristicas das pacientes e dos ciclos de acordo com os
grupos de resposta ovariana




RESULTS

Patient’s and cycle’s characteristics for the Poor response, Normo response and Hyper
response Groups

33.88+1.87 3240+2.75 31.30+2.11 0.065
25.04£4.27 2244 £2.50 25.50+4.19 0.264

2383.33 + 668.48 2650.00 + 469.87 2495.00 + 584.38 0.825

Estradiol level (pg/ml) 913.00 + 415,802 1818.00+ 1073.19° 3901.00 + 770.74¢ 0.003
Aspirated follicles (n) 350+ 0.85° 11.20 + 1.03° 50.40 + 22.24¢ <0.001
Retrieved oocytes (n) 2.80+0.922 9.70 £ 1.49° 36.50 + 4.45¢ <0.001
_ 8250+ 23.71 86.82 + 11.84 81.03+24.98 0.816
Mature oocytes (n) 240+ 0.842 7.30 = 1.56° 23.80 +5.09° <0.001

Como era de se esperar, 0 nivel do estradio, numero de foliculos aspirados,
oocitos recuperados assim como de oocitos maturos foram significantemente
mais altos no grupo Hiper resposta, seguido do grupo normo e o grupo pobre
resposta obteve 0s menores numeros
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RESULTS

A analise de fold change detectou 22 miRNA com expressao duas vezes aumentada nos
grupos pobre ou hiper resposta quando comparados com o grupo normoresposta.

Destes 22 micro RNAs 9 apresentaram curvas de dissociagdo pobres e foram excluidos
das analises futuras.

Dentre os outros13 microRNAS, alguns foram exclusivamente expressos no grupo pobre
resposta e alguns no grupo Hiper resposta.
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RESULTS

Detection pattern in the .
_ experimental groups Literature data

PR group

HR group

(miR-891a-5p and miR-99a-3p) (miR-181d-5p and miR- 221-3p)

SELECTED FOR THE VALIDATION

Com base na qualidade da amplificacdo,
no padrdo de deteccdo nos grupos experimentais e
dados da literatura,

dois miRNAs com deteccdo exclusiva no grupo PR e dois miRNAs com deteccdo exclusiva
no grupo HR

foram selecionados para validagao



RESULTS

e

, \miR' 91a
HR vs NR, p= 0.2998)

(
(NR vs PR, p=0.9339)
(HR vs PR, p=0.3615)

\miR- 9a-3p tlidation \miR-221-3p I HR

P
miR-181d-5p

* = FERTILITY \

HR (HRvs PR, p=0.0161)

Curiosamente, os microRNAs 891a e 99a-3p ndo apresentaram amplificacdo no set de
validacao,

J4 os niveis SERICOS DO 221-3p ESTAVAM AUMENTADOS NO GRUPO HIPERRESPOTA,
POREM NAO FOI OBSERVADA NENHUMA DIFERENGA SIGNIFICATIVA QUANDO
COMPARADO COM OS GRUPOS NORMO E POBRE RESPOSTA

POR OUTRO LADO O 181D-5P ESTEVE SIGNIFICANTEMENTE AUMENTADO NO GRUPO
HR UANDO COMPARADO COM O GRUPO PR
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RESULTS

MATURE OOCYTES

R=0.3226
P=0.0307 +
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Mature oocyte (n)

Além disso os niveis séricos de miR-181d-5p também foram positivamente

correlacionados com o numero de oocitos madutos, nimero de foliculos aspirados,
numero de odcitos recuperados, taxa de odcitos maduros
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CONCLUSION

Allowing the individualization of the treatment, increasing treatment success
while decreasing the risks, patients’ physical, emotional and economic burden

Em conclusdo:

Biomarcadores micro RNAs emergem como uma potencial ferramenta para o manejo
dos treatmentos de reproducdo assistida.

A guantificacao do miR-181d-5p anteriormente ao EOC pode nos auxiliar a discriminar
pacientes que irao responder de maneira exarcebada ou de maneira insuficiente ao
estimulo ovariano

Tal estrategia pode permitir a individualizacao do tratamento, aumentando as taxas de
sucesso assim como diminuindo os riscos do tratamento, e cargas fisicas, emocionais e
finaceiras

Anilises futuras da detecgao do miR-181d-5p em um maior nimero de amostras pode
contribuir para a validagao deste microRNA como uma ferramenta diagnostica para a
predi¢cdo da resposta ao estimulo ovariano controlado.
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And finally, | would like to thank all Fertility Medical Group team for the outstanding
contributions and thank you all for your attention.
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L DISCUSSAO J

\ T e \ Carga
Sucesso * financeira

TRA

Previs&o resposta

ovariana ao EOC

Carga
emocional

Carga de

salde
* > FERTILITY

FERTILITY

::::::::::::

O sucesso das TRAs € altamente dependente da resposta ao estimulo
controlado. A previsdo da resposta ovariana ao EOC, além de aumentar o
sucesso das proprias técnicas, ainda tem um impacto nos pacientes,
considerando os problemas emocionais, de saude e financeiros associados a
TRA

Encontrar métodos para prever a resposta ovariana a estimulacao € sem duvida
de grande interesse no campo da medicina reprodutiva.

24



DISCUSSAO

RESEARCH

Primeiro estudo que correlaciona metahdlitos sanguineos e resposta ovariana

and Edson Borges It
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Prediction of embryo implantation potential by mass
spectrometry fingerprinting of the culture medium
Sylvia Sanches Cortezzi', Elaine Cristina Cabral®, Marcello Garcia Trevisan™?,

Christina Ramires Ferreira®, Amanda Souza Setti'-, Daniela Paes de Almeida Ferreira Braga'"®,
Rita de Céssia Savio Figueira®, Assumpto laconelli Jr'®, Marcos Nogueira Eberlin®

p Oniginal Article

- Non-Invasive Prediction of Blastocyst Formation by Day Three
“' FERTILITY Embryo Culture Medium Mass Spectrometry Lipid Fingerprinting
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Non-invasive prediction of blastocyst implantation, ongoing preg-
nancy and live birth, by mass spectrometry lipid fingerprinting

Edson Borges Jr.'?, Daniela PA.F. Braga'®’, Amanda Souza Setti'’, Daniela A. Montann’, Elaine Cristina
Cabral, Marcos N. Eberin®, Edson G. Lo Turco’, Assumpto laconelli Jr*

Estudos anteriores de metabolémica em reprodugdo assistida investigaram o perfil
metabdlico embrido utilizado em meios de cultura e de implantagdo utilizando fliido
endometrial, e também mostraram resultados promissores na utilizacdo deste técina
como adjunta para melhorar o sucesso das TRAs.

O presente trabalho que avaliou a resposta ovariana no sangue corrobora mais
uma vez que técnicas moleculares e de “OMICS” s&o ferramentas que serao
indispenséaveis na area de reprodu¢do humana assistida
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Prediction of embryo implantation potential by mass
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Na drea da reproducdo assistida, a maioria dos estudos, se concentrou na avaliacdo do
perfil metabdlico do embrido através da analise de metabdlitos liberados no meios de
cultura, com o objetivo de prever seu potencial de implantacao
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Metabolomic  profiling  and  biochemical
Metabolic profiling of human follicular fluid identifies potential

biomarkers of oocyte developmenlal competence evaluation in follicular fluid of endometriosis
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Além disso, metabolitos do fluido folicular também ja foram estudados para entender
melhor a competéncia oocitdria, envelhecimento ovariano, endometriose e sindrome do
ovario policistico.

Até o momento, ndo existem estudos que investiguem a importancia do perfil
metabolémico na resposta a EOC.
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Destino de cada foliculo depende de
fatores autocrinos e paracrinos

* = FERTILITY

¢ No momento do Nascimento, os ovarios humanos contém um pool de foliculos
primordiais,

e Os quais consitem de um odcito primario primordial, com seu desenvolvimento
bloguedo na profase da primeira divisdo meidtica, rodeado por uma unica camada de
celulas da granulosa

e E o destino de cada foliculo depende de fatores autdcrinos e paracrinos
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INTRODUGAO

FB(EI%bEgS 18 semanas de gestagéo
PRIMORDIAIS (6-7 X 10°06citos)

Ao nascimento

1-2 X 106 0dcitos
400 maturam durante a ( A )
vida

Puberdade
(300 000 odcitos)

7

Menopausa
(<1000 odcitos)
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Dos milhdes de foliculos presentes as 18 semanas de gestacdo, pouco mais de 400
maturam durante a vida de uma mulher
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INTRODUGAO

v’ Estimulo ovariano controlado

- Doses
W, farmacologicas de
gonadotrofinas

® Ambiente hormonal supra-
fisiologico

Crescimento e maturagao
de odcitos e foliculos que
regrediriam

-
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Em contraste com o processo in vivo, onde a maturacao follicular e odcitaria
ocorrem pode meio da selecdo natural, para ciclos de reproducao assistida, doses
farmacoldgicas de gonadotrofinas, criam um ambiente hormonal supra-
fisiolégico, o qual induz o crescimento e maturacdao de uma coorte de de
foliculos, os quais sob condicoes naturais tornariam-se atrésicos e

regrediriam
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MATERIAL AND METHODS

v’ Statistical analyses

-.‘II=

Group homogeneity
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AS CARACTERISTICAS DAS PACIENTES E CICLOS, FORAM ANALISADAS PELO PROGRAMA
SPSS.

TODAS AS VARIAVEIS FORAM TESTADAS QUANTO A NORMALIDADE DE DISTRIBUIGAO DE
DADOS E HOMOGENEIDADE DOS GRUPQS, POR MEIO DOS TESTES SHAPIRO WILK E
LEVENNE, RESPECTIVAMENTE.

AQUELAS QUE NAO APRESENTARAM DISTRIBUICAO NORMAL OU HOMOGENEIDADE
ENTRE OS GRUPOS FORAM NORMALIZADAS POR Z SCORE E FINALMENTE OS GRUPOS
FORAM COMPARADOS POR ANOVA SEGUIDA DO TESTE POST HOC DE BONFERRONI
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 The study of signalling molecules, such as miRNAs, in the
serum of patients undergoing IVF may be a valuable
approach to predict the response to COS and facilitate the
development of an individualised gonadotrophin dosing
strategy

OBJETIVE

* Identify potential miRNAs biomarkers of ovarian response to
COS.

®= FERTILITY

O estudo de moléculas sinalizadoras, como os miRNAs, no soro de pacientes submetidos
a fertilizacdo in vitro pode ser uma abordagem valiosa para prever a resposta a COS e
facilitar o desenvolvimento de uma estratégia individualizada para a adminitracdo de
gonadotrofinas em protocolos de EOC.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi identificar potenciais biomarcadores miRNAs
da resposta ao estimulo ovarian controlado
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