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RESUMO

Introducéo

Nos ultimos 30 anos, a Procriagdo Medicamente Assistida (PMA) tem sentido avancos ao nivel
da estimulagdo controlada dos ovarios com vista a um desenvolvimento folicular multiplo.* Os
protocolos de estimulagdo convencionais visam, assim, a obtencdo de um grande namero de
odcitos colhidos para fertilizacdo e consequente obtencdo de varios embrides para selecdo e
transferéncia; no entanto, este procedimento acarreta complicacdes.® Estudos que avaliam a
relacdo entre o nimero de odcitos colhidos e os respectivos resultados reprodutivos demonstram
um aumento na taxa de gravidez com um maximo de 15 odcitos e, eventualmente, um plateau

ou diminuicéo dos resultados reprodutivos com um nimero excessivo de odcitos.®

Objetivo
Avaliar a relacdo entre o numero de odcitos colhidos por pungéo folicular e os consequentes

resultados reprodutivos.

Metodologia

Realizou-se um estudo retrospetivo entre Fevereiro de 2010 e Dezembro de 2015 no Centro de
PMA do Centro Materno-Infantil do Norte / Centro Hospitalar do Porto (CMIN/CHP) através da
andlise de uma base de dados dos casais submetidos a tratamentos de PMA, mais
especificamente ciclos de Injecdo Intracitoplasméatica de Espermatozoide (ICSI). No periodo de
estudo referido, realizaram ciclo com protocolo curto com antagonista da GnRH, 606 casais.
Foram constituidos 3 grupos de estudo de acordo com o nimero de odcitos recuperados pos
puncao folicular: Grupo A (4-8 odcitos recuperados), Grupo B (9-13 od6citos recuperados), Grupo

C (=14 odécitos recuperados).

Resultados
A taxa de fertilizacdo normal e a taxa de gravidez clinica foi significativamente inferior no grupo

C quando comparada com o grupo A e B.

Concluséao
Este estudo confirma que a colheita de um menor nimero de odcitos esta associada a melhores
taxas de fertilizacdo e gravidez o que sugere uma evolugdo no sentido de uma estimulagéo

menos agressiva, com menos complicacdes e melhores resultados reprodutivos.
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ABSTRACT

Introduction

In the last 30 years, Assisted Reproductive Techniques (ART) evolved ovarian stimulation to
achieve multiple follicle development.* The conventional ovarian stimulation protocol aims to
provide the maximum number of oocytes retrieved for fertilization and thus several embryos for
selection and transfer; however, it is not without complications.® Studies that evaluated the
relationship between the number of oocytes retrieved and the pregnancy outcomes, reported an
increase in pregnancy rates with a maximum of 15 eggs and eventually the plateau or the decline

in positive outcomes with an excess number of oocytes.®

Objective

Evaluate the effect of the number of retrieved-oocytes on assisted reproductive outcomes.

Methods

Retrospective analysis between February 2010 and December 2015 conducted in Centro de PMA
do Centro Materno-Infantil do Norte / Centro Hospitalar do Porto (CMIN/CHP) of data from
couples undergoing ART treatments, namely Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI). 606
couples underwent treatment with short GnRH-antagonist stimulation protocol. Patients were
classified according the number of retrieved oocytes after follicular aspiration: Group A (4-8
oocytes retrieved), Group B (9-13 oocytes retrieved), Group C (=214 oocytes retrieved).

Results
The fertilization and pregnancy rate were significantly lower in group C compared to group A and
B.

Conclusion
This study confirms that the retrieval of a lower number of oocytes is associated with better
fertilization and pregnancy rates suggesting that a less aggressive ovarian stimulation is

associated with less complications and significantly better reproductive outcomes.
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PALAVRAS-CHAVE:

Infertility, Assisted Reproductive Techniques, Intracytoplasmic Sperm Injection, oocytes, ovarian

stimulation, pregnancy rate

INTRODUCAO

A Infertilidade é reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude como uma doenga
definida como a incapacidade de um casal alcancar gravidez apés 12 meses de relagdes sexuais
desprotegidas e regulares. Esta pode estar relacionada com fatores femininos (35% a 40% dos
casais), fatores masculinos (20% a 40% dos casais), ambos (20% a 30% dos casais) ou fatores
inexplicados.!

Desde o nascimento do primeiro bebé com recurso a Fertilizagdo In Vitro (FIV), que
ocorreu h& mais de trés décadas, mais de 5 milhdes de criangas nasceram com recurso a estas
técnicas.?

E possivel identificar trés factos que mudaram o percurso da Procriacdo Medicamente
Assistida (PMA): A introducdo das gonadotrofinas, para recrutamento multifolicular, a utilizacéo
de analogos da hormona libertadora de gonadotrofina (GnRH) como forma de evitar a ovulacao
prematura, bem como o desenvolvimento da criobiologia com a possibilidade da criopreservacao
de embrides supranumerarios. Esta disponibilidade de criopreservacao fez com que, cada vez
mais, o objetivo fosse maximizar o nimero de odécitos através de uma hiperestimulagéo ovarica.®

Nos ultimos 30 anos, a PMA tem sentido avancos ao nivel da estimulacdo controlada dos
ovarios com vista a um desenvolvimento folicular multiplo.* Atualmente, os protocolos de
estimulacao ovarica visam a obtencdo de um grande numero de oécitos e embrides pois, se mais
do que um embrido for transferido, no limite a transferéncia de 2 embrides, aumenta,
razoavelmente, a probabilidade de ocorréncia de gravidez.® Os protocolos de estimulagéo
convencionais visam, assim, a obtencdo do numero maximo de odcitos colhidos para fertilizacdo
e, consequentemente, varios embrides para selecdo e transferéncia; no entanto, este
procedimento néo é isento de complicacdes.®

Nos ultimos anos, foi proposta uma nova estratégia de estimulagdo como alternativa aos
protocolos classicos — Protocolos de estimulacdo suave.” Estes implicam o uso de menores
doses de medicagéo, reduzindo o desconforto associado a multiplas inje¢des diarias bem como

0s custos relacionados. Com os protocolos de estimulagéo convencionais, os doentes tendem a
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abandonar os ciclos de tratamento devido a incapacidade de lidar com o desconforto relacionado
com as multiplas inje¢oes diarias e consequente hiperresposta folicular.® Devido a uma
diminuicdo no numero de foliculos em desenvolvimento e no nimero de odcitos colhidos, os
protocolos de estimulacdo suave tém sido associados a um menor risco de ocorréncia de
Sindrome de Hiperestimulacdo ovarica (SHEO).® Para além disso, verificou-se que protocolos de
estimulagdo suave estardo associados a melhores taxas de implantacéo e de gravidez.'®

Assim, esta ideologia de que a obtencdo de um elevado ndmero de odcitos conduz a
melhores taxas de gravidez pode ser considerada injustificada e contraditéria. Estudos que
avaliam a relacdo entre o nimero de odcitos colhidos e os respectivos resultados reprodutivos
demonstram um aumento na taxa de gravidez com um maximo de 15 oécitos e, eventualmente,
um plateau ou diminuicédo dos resultados reprodutivos com um ndmero excessivo de o6citos.®
Desta forma, protocolos de estimulagdo suave consistem numa abordagem mais “patient-
friendly” e com menos complicacdes associadas.!!

O objetivo deste estudo consiste em avaliar a relagdo entre o numero de odcitos colhidos

apos aspiracao folicular e os consequentes resultados reprodutivos.
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MATERIAL E METODOS

Desenho do estudo

Foi efetuado um estudo retrospectivo, através da andlise da base de dados dos casais
submetidos a tratamentos de Injecao Intracitoplasméatica de Espermatozoide (ICSI) no Centro de
Procriagdo medicamente Assistida do Centro Materno-Infantil do Norte/Centro Hospitalar do
Porto (CMIN/CHP). Estavam incluidos na referida base informatizada os dados clinicos e

laboratoriais referentes aos ciclos realizados.

Participantes

A amostra de estudo refere-se a 606 ciclos de ICSI realizados no periodo de estudo, os
guais foram divididos em 3 grupos de acordo com o niumero de odécitos recuperados no dia da
puncao folicular: Grupo A (4-8 odcitos recuperados), Grupo B (9-13 od6citos recuperados), Grupo
C (=14 odcitos recuperados). No grupo A, a média de idades das mulheres foi de 33.86+3.85
anos e a dos homens foi de 35.00+4.69 anos; a do grupo B foi de 33.33+£3.81 anos para as
mulheres e foi de 34.52+4.58 anos para os homens; a do grupo C foi de 32.33+3.85 anos para

as mulheres e de 34.95+4.56 anos para os homens.

Protocolo de Estimulacéo

Os ciclos em estudos seguiram um Protocolo de Estimulagdo Curto com Antagonista de
GnRH. Os Antagonistas de GnRH tém sido utilizados mais recentemente e realizam o bloqueio
hipofisario apds o inicio da estimulacdo ovarica. Comparativamente aos Agonistas de GnRH,
tém a vantagem de permitirem uma aplicacdo mais confortavel para a paciente pois sao
necessarias um menor numero de inje¢fes. Pode ser utilizada uma dose Unica de 3mg ou
injecBes diarias de 0,25mg por dia, iniciadas quando estiverem presentes foliculos de, pelo
menos, 14mm de didmetro. Como exemplos de Antagonistas de GnRH temos o acetato de
ganirelix e o acetato de cetrorelix. Os protocolos de hiperestimulagdo ovarica devem ser
utilizados de maneira a mimetizar ao maximo a fisiologia do ovério. A individualizacdo do

tratamento, ministrando doses mais adequadas, de acordo com cada indicagéo, é o objetivo final.
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Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoide (ICSI)

Foram analisados ciclos de ICSI que consiste na inje¢cdo de um Unico espermatozoide no

interior do citoplasma oocitario.

Procedimentos

A populagéo em estudo incluiu apenas mulheres consideradas normorespondedoras, sendo
excluidas situagdes clinicas de fatores de infertilidade feminina e masculina muito graves. Assim,
a populacdo selecionada foi distribuida em 3 grupos de acordo com o numero de odcitos
recuperados, tendo sido considerados 0s seguintes critérios de exclusdo: (1) ICSI com colheita
cirurgica de espermatozoide ou com obtencdo de espermatozoides por electroejaculagéo, ICSI
com tecido testicular/espermatozoides criopreservados e descongelados ou infertilidade por
factor masculino grave (2) Infertilidade relacionada com Endometriose e Sindrome do ovario
poliquistico; (3) Mas respondedoras; (4) Protocolos de estimulacdo ovarica diferentes de
antagonista GnRH/FSH; (5) Aspiracdo folicular sem odcitos colhidos; (6) Ciclos sem
transferéncia embrionéria.

Foram estudados entre outros, diversos parametros tais como: niveis basais de FSH e LH,
pico de estradiol no dia da bCG, niumero de odcitos imaturos, com anomalia e injetados, nimero

de embrides normais e transferidos, taxa de fecundacéo, taxa de implantacéo e taxa de gravidez.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com recurso ao software IBM SPSS Statistics 20. Para além da
estatistica descritiva (médias, desvio-padrdo, frequéncias e percentagens), utilizou-se a
estatistica inferencial para comparar as variaveis continuas (teste ANOVA) e para predizer as
variaveis explicativas da gravidez (regresséao linear, com método stepweise). Todos os testes

estatisticos foram avaliados ao nivel de significancia de 0.05.
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RESULTADOS

Andlise descritiva e comparativa

Na Tabela I, encontram-se descritos os valores obtidos nas diferentes variaveis em
estudo, distribuidos por 3 grupos que se diferenciam pelo nimero de odcitos recuperados bem
como, a significancia estatistica das diferencas entre os grupos. Assim, constatamos que a idade
média das mulheres no grupo C é significativamente inferior em relacéo a idade média do grupo
A e B. O nivel do FSH (dia 3), bem como a dose média total de estimulagcdo sao
significativamente mais baixos no grupo C; o nivel de LH (dia 3), bem como o nimero médio de
dias de estimulacdo e o pico de estradiol sdo significativamente mais elevados no grupo C.
Também em relagdo ao numero meédio de odcitos obtidos, ao nUmero médio de odcitos imaturos
e ao numero médio de odcitos microinjetados, verificamos que o grupo C apresenta valores
significativamente mais elevados. Em relacdo ao numero médio de zigotos e ao numero médio
de embrides transferidos, os grupos B e C apresentam valores significativamente mais elevados.

A taxa de fertilizagdo normal e a taxa de gravidez clinica foi significativamente inferior no

grupo C quando comparada com o grupo A e B.

Tabela I: Variaveis em estudo
Ciclos ICSI Grupo A (n=301) Grupo B (n=190) Grupo C (n=115)

Periodo: 2010-2015 4-8 Ovocitos 9-13 Ovocitos 14-18 Ovocitos

Idade média = DP mulher

33,86+3,85 33,33+3,81 32,33+3,85 0,001
(anos)
Idade média + DP homem
35,00+4,69 34,52+4,58 34,95+4,56
(anos)
FSH dia 3 (IU/L) 7,05+1,78 6,74+1,77 6,12+1,44 0,000
LH dia 3 (IU/L) 5,44+1,91 5,87+2,45 6,38+2,56 0,001

Dose média (xDP) total de
) 2079,03+978,43 1815,32+769,44 1743,88+737+8,51 0,001
estimulacao
N.° médio (xDP) de dias

) 8,45+1,35 8,65+1,18 8,92+1,44 0,008
de estimulacéao

Pico de Estradiol (pg/l) 1425,23+609,76 1868,70+818,23 2273,42+1013,53 0,000
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Endométrio
N.° médio (xDP) ovocitos
obtidos
N.° médio (xDP) ovocitos
imaturos
N.° médio (xDP) ovécitos

microinjectados
N.° médio (xDP) de zigotos

Taxa de fertilizag&o
normal (%)
N.° médio (xDP) embrides
transferidos
Taxa de gravidez clinica

(%)

Taxa de implantacao (%)

Analise de correlagéo

10,12+2,045

5,98+1,43

1,19+1,24

4,46+1,61

2,64+1,36

60,8%

1,73+0,49

35,8%

19,3%

10,45+1,89

10,57+1,37

2,26+2,02

7,54+2,18

4,32+2,16

57,0%

1,86+0,38

34,7%

19,9%

10,34+1,90

17,62+4,24

4,40+2,97

10,66+3,18

5,76+2,64

54,2%

1,88+0,33

33,9%

18,4%

0,000

0,000

0,000

0,000

0,015

0,001

0,000

Pela analise da Tabela Il constatou-se que a taxa de fecundacao se correlaciona negativa

e significativamente com o numero de odcitos com anomalia, bem como com a dose de

estimulacdo. Verificou-se ainda que a taxa de gravidez se correlaciona negativamente com o

nimero de o6citos obtidos e com o nimero de embrides transferidos. Observou-se também, uma

correlagao positiva entre o numero de odcitos obtidos e o numero médio de embrides transferidos

(Tabela IlI).

Tabela II: Coeficientes de Correlacao de Pearson entre a Taxa de fecundacado e Od6citos

com anomalia e Dose de estimulacao

Odcitos com

Taxa de
fecundacao

Correlacdo de Pearson

anomalia Sig. (2 extremidades) ,009
Dose Correlacéo de Pearson -,096"
SejlnltlEeElel s Sig. (2 extremidades) ,026

**_A correlacdo € significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

*. A correlacéo € significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).
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Tabela Ill: Coeficientes de Correlagdo de Pearson entre a Taxa de gravidez e Od6citos

obtidos e NUmero médio de embrides transferidos
Taxa de gravidez

Correlacao de Pearson

Oocitos obtidos i
Sig. (2 extremidades) ,000

\glsidell=eller Correlagdo de Pearson ,104"

eleicaldlelsst | Sig. (2 extremidades) 011

tranferidos

** A correlacdo € significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

*. A correlacdo é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).
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DISCUSSAO

No presente estudo constatou-se que o0 numero de odcitos recuperados e o pico de estradiol
no grupo C foi significativamente maior quando comparado com os restantes grupos de estudo.
Estudos prévios demonstraram que a hiperestimulagdo ovarica controlada tem impacto na
expressdo de alguns biomarcadores de receptividade endometrial no epitélio glandular do
endomeétrio.'2 131415 Qutros estudos relatam ainda que a expresséo e secrecéo de alguns fatores
de crescimento esta alterada durante o periodo de hiperestimulacdo ovarica controlada. Estes
estudos sugerem que elevados niveis de estradiol e progesterona, produzidos apds a
hiperestimulacdo controlada, podem alterar o desenvolvimento do endométrio e a expressao de
algumas moléculas associadas a receptividade endometrial, sendo estas prejudiciais para a
mesma, podendo afetar a implantacdo do embrido.'® '’ De acordo com Otsuki et al.*® elevados
niveis de estradiol podem conduzir & produgdo de odcitos com citoplasma vacuolizado reduzindo
as probabilidades de gravidez. Em consonancia com esta evidéncia, constatou-se que o0 grupo
C tem um maior numero de odcitos imaturos e com anomalias. De acordo com o estudo de Baart
et al.!® baixas doses de gonadotrofinas estdo, inclusivamente, associadas a embrides com
menores taxas de aneuploidia.

No que diz respeito ao niumero de embrides normais, verificam-se diferengas significativas em
beneficio do grupo A comparativamente com os grupos B e C, repercutidas também em melhores
taxas de fecundacdo e gravidez neste grupo. Verificamos ainda que a taxa de gravidez se
correlaciona negativamente com o numero de odécitos obtidos e com o niumero de embrides
transferidos. No estudo de Verberg et al.?° verifica-se que a taxa de gravidez com colheita de 18
odcitos ou mais é muito baixa. No entanto, de acordo com Briggs et al.?! a taxa de gravidez néo
diminui com a colheita de um niamero aumentado de odécitos recuperados. Refere mesmo que,
enquanto ndo se verificar a ocorréncia de SHEO, ndo existe limite para o nimero de odcitos que
se podem obter. Refere ainda que, a obtencdo de um nimero aumentado de odcitos é vantajosa
em termos de criopreservacao e consequente transferéncia de embrides congelados, reduzindo
a necessidade de nova estimulacdo ovarica e colheita de odcitos. Esta opinido tem sido, no
entanto, refutada por grupos de investigadores que defendem que a estimulagdo ovarica
excessiva, com 0s consequentes niveis suprafisiologicos de estradiol, sdo nefastos para o
sucesso reprodutivo. 12 13.14.15

O presente estudo incidiu sobre um grupo de mulheres consideradas normorespondedoras,
no entanto, constatou-se uma variagdo numérica na resposta folicular, pelo que foram

constituidos 3 grupos de estudo de acordo com o nimero de o6citos recuperados na puncao.
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Excluimos, no presente estudo, o grupo de mulheres consideradas Mas Respondedoras, bem
como outros fatores de infertilidade masculina e feminina graves.

Na rotina dos programas de PMA, verifica-se uma incidéncia de Mas Respondedoras apds
estimulacdo ovarica entre 9 a 25% das doentes.?? Esta ma resposta podera estar relacionada
com causas como idade avancada do elemento feminino, endometriose, cirurgia ovarica prévia,
fatores genéticos ou iatrogenia.?® A European Society of Human Reproduction and Embriology
(ESHRE) publicou os critérios de Bolonha, em 2011, de forma a uniformizar a definicdo de ma
resposta ovarica. Pelo menos 2 dos seguintes 3 critérios tém de estar presentes para estabelecer
a definicdo: (1) Idade materna avancada (> 40 anos) ou outro fator de risco para ma resposta
ovarica; (2) Ma resposta prévia (<3 odcitos com protocolo de estimulagéo convencional); (3)
Reserva ovéarica anormal (por exemplo, contagem de foliculos antrais inferior a 5-7 ou valores de
Hormona anti-Mulleriana inferiores a 0,5-1,1 ng/ml).2* Tanto uma resposta ovarica baixa como
demasiado elevada estdo associadas a taxas nulas ou baixas de gravidez e, estudos prévios,
sugerem mesmo um intervalo ideal no nimero de odcitos colhidos, abaixo e acima do qual os
resultados reprodutivos ficam comprometidos.?: 26

Estratégias futuras para a estimulagéo ovarica devem visar uma estimulagdo menos agressiva
com crescimento folicular 6timo, eventualmente entre 9 a 13 foliculos, minimizando a ocorréncia
de SHEO, sem piorar a taxa de gravidez.?’

Os protocolos de estimulagdo suave tém potenciais vantagens em relagdo aos protocolos
convencionais, em populagdes selecionadas. Com a diminui¢do do nimero de foliculos e o6citos
recuperados, menos complicacées advém, nomeadamente, menor risco de SHEO.?2° O SHEO
consiste numa associagdo de aumento do volume ovarico, devido a presenca de multiplos
quistos, e ascite devido a um estado de hiperpermeabilidade vascular que resulta na saida de
liguido do espaco intravascular com subsequente hipovolémia e hemoconcentragdo.®® Na
maioria dos casos, 0 SHEO é uma complicacédo iatrogénica da inducao da ovulagéo, ocorrendo
em cerca de 0,6 a 14% destes tratamentos.?! Assim, poderemos inferir que protocolos de
estimulac@o suave, com menores doses de gonadotrofinas exdgenas e consequentes menores
nameros de odécitos recuperados sdo mais patient-friendly por se associarem a um menor custo
econémico, a uma menor taxa de complicacGes e a uma maior taxa de gravidez.*?

O numero total de embrides a transferir devera ser, teoricamente, inferior ao utilizado nos
protocolos convencionais e uma evolucdo no sentido da Transferéncia Seletiva de Embrizo Unico
acarreta reducdes consideraveis nas taxas de gestacdo multipla com consequentes reducgdes
das complicacGes e custos a estas associados.®®* Um estudo comparou a proporcdo de
gestacdes multiplas por casal durante 1 ano, sendo que esta foi de 0,5% no grupo em que se
recorreu a um protocolo de estimulacao “mild”, valor este significativamente mais baixo em
relacdo ao grupo submetido a protocolo convencional em que se verificou uma taxa de 13,1% de

gestacdes multiplas.>?
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Neste estudo recorremos a um protocolo de estimulagcdo convencional com antagonistas
GnRH, no entanto, os resultados obtidos sugerem a importancia de uma evolucédo no sentido de
uma estimulacdo menos agressiva com protocolos de estimulagcdo suave, aos quais estdo
associadas melhores taxas de gravidez. Ressalvamos, desta forma, a importancia de uma
evolugédo no sentido de uma “mild stimulation” pois esta é, de facto, uma estimulacdo mais

“patient-friendly” e com menos complicacdes associadas.
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CONCLUSAO

Este estudo confirma que a colheita de um menor nimero de odécitos esta associada a
melhores taxas de fertilizacdo e gravidez. Estes dados sugerem uma evolugdo no sentido de
uma estimulacdo menos agressiva, com menos complicacbes e melhores resultados
reprodutivos.
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