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Resumo

Nakano, MSL. Estimulacdo ovariana minima: protocolo de Fertilizacédo in Vitro
com baixas doses de gonadotrofinas para atender casais inférteis de bom
prognéstico em centro universitario de reprodugcdo humana. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2022.

A realizacdo de um ciclo de estimulagdo ovariana para fertilizagdo in vitro
demanda o uso de gonadotrofinas em altas doses para obtencdo de mdultiplos
o0citos em um unico ciclo ovulatorio. Esse tratamento tem alto custo financeiro,
uma parte dele relacionado a medicacgéo, o que dificulta 0 acesso a maioria da
populacado. Protocolos alternativos de estimulacdo ovariana com baixas doses,
denominados “estimulagdo minima”, foram propostos para reduzir os custos do
tratamento, em populagdes selecionadas, sem que com isso haja piora das taxas
de gestacdo. Este estudo avaliou casais inférteis em um centro universitario de
Reproducdo Humana comparando o protocolo de estimulacdo ovariana
convencional com o protocolo com baixas doses. O desfecho final foi comparar
a taxa de gravidez por transferéncia e por ciclo iniciado em casais inférteis
submetidos ao tratamento de fertilizag&o in vitro com protocolo convencional de
estimulacao ovariana e estimulacéo ovariana com baixas doses. Noventa casais
foram incluidos no estudo (46 no grupo convencional e 44 no grupo com baixas
doses). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos para os desfechos
analisados, sendo que o grupo convencional apresentou taxa de gravidez clinica
evolutiva por transferéncia e taxa cumulativa de 24 e 34% e o grupo de
estimulacdo minima de 27 e 30% (p = 0,729 e 0,726) respectivamente.

Descritores: Fertilizacdo in vitro (FIV), Gonadotrofinas, Estimulagdo ovariana
minima



Abstract

Nakano, MSL. Minimal ovarian stimulation: in vitro fertilization protocol with low
doses of gonadotropins to assist infertile couples with good prognosis in a
university center for human reproduction. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2022.

The performance of an ovarian stimulation cycle for conventional in vitro
fertilization demands high doses of gonadotropins to obtain multiple oocytes in a
single ovulatory cycle. This treatment has a high financial cost, part of which is
related to medication, which makes access difficult for the majority of the
population. Alternative protocols for ovarian stimulation with lower doses, called
“‘minimal stimulation”, have been proposed to reduce treatment costs in selected
populations, increasing the safety of the treatment, without thereby worsening
pregnancy rates. This study evaluated infertile couples at a university center for
Human Reproduction comparing the conventional ovarian stimulation protocol
with the reduced dose protocol. The final outcome was to compare the pregnancy
rate per transfer and per cycle initiated in infertile couples undergoing IVF
treatment with conventional ovarian stimulation protocol and reduced-dose
ovarian stimulation. Ninety patients were included in the study (46 patients in the
conventional group and 44 patients in the reduced dose group). There was no
statistical difference between the groups for the outcomes analyzed, with the
conventional group having an ongoing and cumulative clinical pregnancy rate per
transference and accumulated rates of 24 and 34% and the minimal stimulation
group of 27 and 30% (p = 0.729 and 0.726) respectively.

Descriptors: In vitro fertilization (IVF), Gonadotropins, Minimal ovarian

stimulation



Introducéo

1. Introducao

A fertilizac&o in vitro (FIV), que teve o primeiro registro de um nascido
vivo em 1978, é um tratamento cujas indicagdes séo, atualmente, cada vez
mais abrangentes. E indicada ndo somente para casais com infertilidade
por diversas causas, mas também para reproducéo independente, casais
gue tenham histérico de doencas genéticas na familia, casais homoafetivos
gue desejam engravidar ou casais que tenham o intuito de preservar a

fertilidade.

A primeira etapa do tratamento consiste na estimulacdo ovariana para
obtencado de multiplos o6citos em um Unico ciclo ovulatério. Ha na literatura,
sugestdo de que quanto maior o0 numero de odcitos aspirados, melhor sera
a taxa de sucesso?, porém, alguns outros estudos mostraram que maiores
doses de gonadotrofinas ndo estdo necessariamente relacionadas ao
melhor desfecho na FIV3* Estudo holandés que analisou a custo
efetividade na FIV, denominado OPTIMIST?®, realizado entre 2011 e 2014,
com 521 pacientes hiperrespondedoras, demonstrou que a abordagem
cautelosa com baixas doses de gonadotrofinas para a estimulacéo ovariana
resultou na obtencdo de menor nimero oocitos captados, porém com a

mesma taxa de nascidos vivos.

Revis&o sistematica da Cochrane® demonstrou também que as taxas
de gravidez comparando ciclos com citrato de clomifeno ou letrozol

associados a menores doses de gonadotrofinas propiciou a captacdo de
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menos o00citos com a taxa semelhante de nascidos vivos, com menor
incidéncia de sindrome do hiperestimulo ovariano (SHO), e portanto, maior
seguranca no tratamento. Todavia, houve nesses ciclos maiores taxas de

cancelamento.

Revisdo sistematica brasileira publicada em 20174 também verificou
que, em pacientes mas respondedoras, o uso de citrato de clomifeno
diminuiu a dose necessaria de gonadotrofinas para estimulacdo ovariana,
obtendo os mesmos resultados de gestacdo. Neste estudo, o grupo de
normorrespondedoras obteve menos oOvulos mantendo a mesma taxa de
gravidez, com menor risco de SHO, concluiram que para 0s casais com
bom prognéstico os protocolos de estimulagdo ovariana minima também

seriam mais adequados

No protocolo de estimulagdo ovariana com baixas doses de
gonadotrofinas que também pode ser designado de estimulagdo ovariana
minima (EOM), se prop8e a obtencdo de menor niumero de odcitos com o
uso de menores doses de gonadotrofinas em um protocolo mais acessivel

em termos de salde publica, tendo as mesmas taxas de gestacao®.

s

Este protocolo € considerado mais seguro por ter menores taxas da
sindrome do hiperestimulo ovariano, mais amigavel aos casais por
associar medicagfes por via oral e, por fim, de menor custo para a
instituicao®.

Outro aspecto a ser considerado decorrente da preocupacdo global
crescente relacionado ao namero de embrides excedentes

criopreservados. O Ultimo relatério do Sistema Nacional de producdo de
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embrides - Sisembrio®, publicado em 25/01/2021 com os dados de 2019,
mostrou que houve aumento de 13% do numero de embrides congelados
de 2019 em relacdo a 2018, totalizando, naquela ocasido, numero de

100380 embribes congelados até o momento.

A vista desses dados, a resolucéo n° 2.294 do Conselho Federal de
Medicina publicada em 27/05/2021° sobre as normas em Reproducéo
Assistida instituiu que o numero total de embrides gerados em laboratério
nao poderia exceder a 8 (0ito). Assim sendo, 0s protocolos de estimulacéo
ovariana minima para pacientes normo ou hiperrespondedoras poderia ser
muito conveniente, pois, tem a intuito de se obter um namero menor de
Ovulos com a mesma taxa de gravidez. Todavia, essa resolugcdo foi
revogada em 2022 pela resolugcdo n° 2.320 do Conselho Federal de

Medicina publicada em 20/09/20221°,

O protocolo de estimulag&o ovariana minima original foi originalmente
proposto por Osamu Kato'!, no Japéo, e consiste em um ciclo de estimulo
ovariano com citrato de clomifeno (50-100mg) a partir do 3° dia do ciclo
menstrual e gonadotrofinas (100-150 Ul) apds o 8° dia do ciclo em dias
alternados. De acordo com os parametros ultrassonograficos o trigger com

analogo agonista de GnRH é realizado para maturag&o oocitaria.

Além do protocolo original, diversos protocolos foram criados
utilizando citrato de clomifeno ou inibidor da aromatase associado a
gonadotrofinas em baixas doses com ou sem 0 uso de analogo antagonista

do GnRH para bloqueio hipofisario?13.14.15,
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Alguns estudos propuseram-se a avaliar a eficAcia dos protocolos de
estimulacdo ovariana minima. Em um ensaio clinico randomizado
publicado em 2007 com 111 pacientes comparando a estimulacdo minima
com o protocolo convencional, foi obtido o mesmo numero de embrides
euploides nos 2 ciclos, porém, o ciclo convencional teve o dobro de

embridesls.

Estudo Iraniano, publicado em 2010, comparou dois grupos de
pacientes: um no qual se realizou a estimulagdo ovariana minima e no outro
grupo fez-se o protocolo convencional. As taxas de gestacdo clinica por
transferéncia e por ciclo iniciado foram maiores no grupo com estimulacéo
minima (37,5% versus 30,6% e 37% versus 31%, respectivamente) apesar

da diferenca néo ter sido estatisticamente significante'’.

A preocupacdo dos protocolos de estimulacdo minima sdo as taxas
de cancelamento que podem chegar até 33,5%, apesar da taxa de nascidos
vivos serem muito semelhantes a dos ciclos convencionais!®. Em revisdo
sistematica publicada pela Cochrane, a taxa de cancelamento foi
significativamente maior nos ciclos de estimulacdo minima, porém, a
maioria foi devido a pacientes com baixa reserva ovariana ou
hiporrespondedoras®. No estudo iraniano citado anteriormente, a taxa de

cancelamento de ciclo foi de 4%?’.

Considerando esses dados da literatura e que o acesso da populagcao
aos tratamentos de fertilizacdo in vitro €& deficitario, sobretudo pelo alto
custo financeiro, € necessaria a busca de estratégias para a reduzir o custo

total do tratamento. Assim, esse estudo tem como justificativa avaliar e
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comparar protocolos de fertilizagdo in vitro com diferentes doses de
gonadotrofinas em um centro universitario de Reproducdo Humana, com
foco na reducéo dos custos e ampliacédo do acesso, sem que haja perda da

qualidade do servico e das taxas de gestacao.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Comparar a taxa de gravidez por transferéncia e por ciclo iniciado em
casais inférteis submetidos a tratamento de fertilizacdo in vitro com
protocolo de estimulagcdo ovariana convencional e estimulagdo ovariana

com baixas doses de gonadotrofinas.

2.2 Especificos

Comparar a dose total de gonadotrofinas utilizada, taxa de
cancelamento de ciclo, nUmero de odcitos captados, taxa de fertilizacdo e

taxa de formacao de blastocisto entre os grupos.
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3. Métodos

3.1 Tipo de estudo

Ensaio clinico randomizado prospectivo simples cego de néo

inferioridade.

3.2 Dindmica do estudo

O presente estudo foi realizado no Centro de Reproducdo Humana
"Governador Mario Covas" da divisdo de ginecologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP entre junho de 2018 e junho de
2022. Os casais de bom prognéstico atendidos que preencheram os
critérios de inclusao foram convidados a participar do estudo. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo (Anexo A).

Apbés a randomizacdo, que foi realizada por programa R de
computador, foi iniciada estimulagdo ovariana conforme protocolo
estabelecido para cada grupo do estudo, seguido de aspiragéo folicular por
puncéo por via transvaginal. A medicagao que foi administrada foi a mesma
que ja é utilizada nos protocolos de infertilidade do centro, porém em doses
menores. No dia da coleta dos 6vulos, foi feita a coleta de sémen, seguida
da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). Os embrides

foram cultivados em incubadoras at¢é o momento da transferéncia



Métodos 8

embrionéria para o utero. Os embrides excedentes foram congelados para
possivel transferéncia em ciclos subsequentes. A paciente permaneceu no
estudo até ocorrer a gestacdo ou até a transferéncia de todos os embrides,

resultado de uma Unica estimulag&o ovariana.

3.3 Critérios de inclusao e exclusao

Os casais incluidos foram aqueles considerados de bom prognéstico:
mulheres com idade de até 38 anos 11 meses e 29 dias, indice de massa
corpérea (IMC) de até 30Kg/m2, dosagem de FSH menor do que <10
mUI/ml no terceiro dia do ciclo menstrual e contagem de foliculos antrais

na fase folicular inicial maior do que 5 foliculos!®

Foram excluidos casais em que a coleta de espermatozéides foi
realizada por qualquer método diferente da masturbacdo, por exemplo por
puncdo epididimal ou testicular, uma vez que nestes casos existe pior
prognéstico. Foram excluidos também os casais que ndo concordaram com

o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (Anexo B).

3.4 Randomizacéo

As pacientes incluidas foram randomizadas para participar de um dos
seguintes grupos: estimulo ovariano convencional ou estimulo ovariano

com citrato de clomifeno e dose reduzida de gonadotrofinas.

A randomizacgédo foi realizada por programa de computador antes do

inicio do estimulo. Os grupos foram pareados por idade da paciente (< ou
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=a 35anos e > 35 anos), IMC (> ou = a 25 e < 25) e tempo de infertilidade

(> ou =a 3 anos e < 3 anos).

Como nao foi possivel realizar o cegamento dos casais nem do
médico responsavel pelo estimulo ovariano, a equipe de biélogos néo teve

conhecimento de qual protocolo o casal foi alocado.

3.5 Protocolos de Estimulacéo
3.5.1 Protocolo convencional

As pacientes receberam menotrofina ( Menopur®) na dose de 225Ul/
dia a partir do 2° ou 3° dia do inicio da menstruacdo. O bloqueio hipofisério
foi realizado com analogo antagonista do GnRH (Cetrotide®) quando o
maior foliculo atingiu 14mm. O desencadeamento para retomada da
meiose prévio a captacdo oocitaria (trigger) foi efetuado com
alfacoriogonadotropina (Ovidrel®) ou com andalogo agonista do GnRH

(Gonapeptyl®) quando 1 a 3 foliculos atingissem 18mm de diametro médio.

3.5.2 Protocolo de estudo

As pacientes receberam citrato de clomifeno (Clomid®) na dose de
100mg, por via oral, a partir do 2° ou 3° dia do inicio da menstruacéo, por 5
dias. Trés dias apo6s o inicio do citrato de clomifeno iniciaram o uso da
Menotrofina (Menopur®) na dose de 150 Ul/ dia. Quando o maior foliculo
atingiu diametro médio de 14mm foi iniciado o bloqueio hipofisario com

analogo antagonista do GnRH. O desencadeamento para retomada da
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meiose prévio a captacdo oocitaria (trigger) foi efetuado com
alfacoriogonadotropina (Ovidrel®) ou com analogo agonista do GnRH
(Gonapeptyl®), quando 1 a 3 foliculos atingissem 18mm de diametro
médio.

No dia do trigger, a espessura endometrial foi avaliada, bem como os
niveis seéricos de estradiol, progesterona e LH. A decisdo do tipo de
medicacdo a ser utilizada para desencadear o pico ovulatério foi feita apos
o Ultimo controle ultrassonografico. Nos casos em que o nivel de estradiol
era maior do que 3.500 pg/ml ou se houvesse mais do que 20 foliculos com
didmetro maior do que 14mm foi utilizado o analogo agonista do GnRH.

Nos demais casos, empregou-se a alfacoriogonadotropina.

Os ciclos foram supervisionados pelo médico assistente do Centro de

Reproducdo Humana.

3.6 Coleta de o6citos, ICSI e cultivo embrionéario

A coleta de odcitos ocorreu 35-36h apdés a administracdo do trigger
por pungdo guiada por ultrassonografia transvaginal e sob anestesia geral
para conforto da paciente. Apos a coleta de odcitos foi realizada injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) para todas as pacientes
conforme protocolo adotado no centro. Ap6és a ICSI, os embrides
fertilizados foram cultivados até o estagio de clivagem ou de blastocisto
para transferéncia embrionaria a fresco. Nos casos em que o nivel de

estradiol era maior do que 3.500 pg/ml ou quando houvesse mais do que
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20 foliculos com didmetro maior do que 14mm, realizou-se o congelamento

de todos os embrides.

3.7 Transferéncia embrionéria

Todos os embrides foram mantidos em cultivo até o estigio de
blastocisto. A transferéncia embrionaria foi realizada com embrides frescos,
se possivel, conforme avaliagdo médica, guiada por ultrassonografia com
cateter Sidney. O suporte de fase lutea foi feito com progesterona natural
micronizada na dose de 600mg/dia (Utrogestan®), por via vaginal, a partir
do dia da coleta de odcitos até 12 semanas de gestacdo nos casos de
transferéncia a fresco. Os embrides excedentes foram vitrificados e
posteriormente transferidos apds preparo endometrial com valerato de
estradiol (Primogyna® 2mg) por dia quando a espessura endometrial fosse
maior do que 7mm e fez-se suporte de fase litea com progesterona natural
micronizada na dose de 600mg/dia (Utrogestan®), por via vaginal, nos
casos de transferéncia de embrido descongelado. Foram transferidos 1 ou

2 embrides de acordo com a indicacdo médica e o desejo do casal.

3.8 Coleta de dados

Além dos dados epidemiolégicos e clinicos foram coletados os

seguintes dados referentes ao tratamento:
v Duracgéo total do estimulo

v Dose total de gonadotrofina usada no tratamento
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v" Numero de odcitos captados
v" NUmero de o6citos maduros
v NUmero de blastocistos

v" Numero de blastocistos de boa qualidade (Classificacao de Gardner 3BB

ou melhor)
v' Taxa de cancelamento de ciclo
v Taxa de abortamento
v' Taxa de gestacao clinica (batimentos cardiacos fetais presentes)
v' Taxa de gestacao evolutiva (> 12 semanas)
v' Taxas de gestagcdo mdltipla
v' Taxas de Sindrome de hiperestimulo ovariano (SHO)

A gestacdo foi confirmada pela medida de beta hCG sérico

guantitativo 9 dias ap6s a transferéncia de embrides.

3.9 Célculo amostral

O calculo do tamanho da amostra, ou seja, do nimero de pacientes
necessarias para o estudo foi baseado na taxa de gravidez. Considerando
nivel de significancia (alpha) de 5%, poder de 80%, taxa de gravidez de
20% e limite de nao inferioridade de 20%, 100 pacientes seriam
necessarias para o estudo, 50 pacientes em cada grupo. Os célculos foram

realizados com auxilio do software R 3.4.1 (R Core Team, 2017).
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3.9.1. Anélise Estatistica

Os dados foram armazenados no programa Microsoft Excel. As
analises foram realizadas utilizando o software estatistico JAMOVI. As
variaveis numéricas continuas sdo apresentadas como média + desvio
padrdo e as variaveis categéricas sdo apresentadas como frequéncia e
porcentagens (%). Valores de p<0,05 sdo considerados estatisticamente

significantes.

3.9.2. Aspectos Eticos

Apods esclarecimento dos objetivos e aspectos praticos da pesquisa,
as pacientes definiram seu aceite ap0s a leitura e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. As pacientes foram informadas que
poderiam sair do estudo em qualquer momento que desejarem. Os casais
gue decidirem abandonar o estudo terdo direito a realizacdo de um ciclo de

tratamento conforme protocolo convencional do servigo.

3.9.3. Riscos e Beneficios

Os riscos do protocolo de estimulacdo ovariana com baixa dose de
gonadotrofinas ndo sdo maiores em relacdo aos riscos do protocolo de
estimulacdo convencional’>. Sendo assim, as pacientes nédo serdo

submetidas a nenhum risco adicional por participarem do projeto de
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pesquisa. Para maior protecdo e confiabilidade, os prontuarios serao
examinados por um grupo limitado de pesquisadores, dentro da instituicao,
nao sendo permitida a reproducdo dos documentos do prontuario. A

identidade dos casais também foi preservada.

3.9.4. Infraestrutura basica e de apoio técnico

O Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de
Medicina da USP possui infraestrutura basica e de apoio técnico para o
desenvolvimento do projeto. A Divisdo de Ginecologia dispde do Centro de
Reproducdo Humana Mario Covas que tem estrutura de equipamentos,
laboratorio de Reproducdo Humana e profissionais médicos especializados
em Reproducdo Assistida. As pacientes com diagnostico de infertilidade
sdo acompanhadas periodicamente com exames ultrassonograficos,
aconselhamento préconcepcional e sdo submetidas ao tratamento de
estimulacdo ovariana controlada e caso obtenham sucesso sé&o

encaminhadas a Divisdo de Obstetricia do HCFMUSP.
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4. Resultados

4.1 Casuistica

Foram incluidas 90 pacientes no estudo, sendo 46 participantes no
grupo convencional de estimulagcédo ovariana para fertilizacao in vitro e 44

no grupo de estimulagdo ovariana com baixas doses.

A Tabela 1 descreve as caracteristicas demogréficas e clinicas das
pacientes incluidas no estudo. As varidveis numéricas foram descritas
como mediana e quartis, média + desvio padrdo. Os grupos se mostraram

homogéneos em relacdo as caracteristicas demogréficas e clinicas basais.
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Tabela 1 - Perfil demogréfico e caracteristicas clinicas basais das pacientes

incluidas no estudo

Grupo controle (n=46)

Grupo baixas doses

(n=44)
oy PP
Mediana Med(')i_DP Mediana Mpegljl'ND P
(Q25-Q75) N (%) (Q25-Q75) (%)
36.43
35.34 34.24+3.
Idade (anos) (32.70- 34.83+3.74 0.513
37.53) (33.16-36.55) 28
Tempo
. . 72 83.61+55.4 66 78.82+4
infertilidade (43.5-96.0) 3 (36.0-1200) 759 | 2092
(meses)
26.04 26.75 26.46+3.
+
IMC (Kg/m2) (23.9-29.0) 26.32+3.18 (24.8.29.0) 96 0.874
FSH basal 6.20 5.90 6.291£2.1
+
(mUl/ml) (4.0-7.3) 6.11£2.31 (4.8-7.6) 5 0.693
Contagem
11.00 13.00 13.2045.
foliculos antrais 12.26+5.28 0.421
(CFA) (9.0-14.0) (9.0-16.0) 79
. 41/46 36/43
Primeiro ciclo (89%) (84%) 0.455

* As variaveis numéricas foram comparadas por teste t de Student e as variaveis categéricas por

qui-quadrado.

A Tabela 1A descreve os fatores de infertilidade nos grupos de estudo. Os

grupos se mostraram homogéneos para os fatores de infertilidade



Resultados

Tabela 1A - Fatores etiolégicos de infertilidade presentes nas pacientes incluidas

no estudo
Grupo A Grupo B

(n=46) (n=44)

N (%) (%) p*
Fator masculino
Ausente 20/46 (43%) 26/44 (59%) 0.151
Leve ou moderado 19/46 (41%) 16/44 (36%)
Grave 7146 (15%) 2/44 (5%)
Fator feminino
ISCA (Infertilidade sem 15/46 (33%) 8/44 (18%)
causa aparente)
SOP (sindrome dos 5/46 (11%) 4144 (9%)
ovarios policisticos) 0.659
Baixa reserva ovariana 0/46 (0%) 1/44 (2%)
Tubério 12/46 (26%) 17/44 (39%)
Uterino 6/46 (13%) 8/44 (18%)
Endometriose 8/46 (17%) 6/44 (14%)

A Tabela 2 descreve os desfechos clinicos em relagdo ao resultado da
estimulacdo ovariana controlada e na Tabela 3, encontram-se os desfechos

laboratoriais de acordo com 0s grupos de estudo.

Foram considerados ciclos cancelados aqueles em que nao foram obtidos
ovulos e/ou embribes para transferéncia (n=12): ciclos nos quais n&do houve
desenvolvimento folicular (n=3, sendo 1 no grupo controle e 2 no grupo com
baixa dose), houve puncdo mas ndo se obteve Ovulos maduros para serem
injetados (n=3, sendo 1 no grupo controle e 2 no grupo baixa dose), ndo se
obteve fertilizacao - taxa de fertilizacdo = 0 (h=1 no grupo baixa dose) , ndo houve
desenvolvimento de blastocisto (n=5, sendo 2 no grupo controle e 3 no grupo
baixa dose). Além disso, em 3 destes 5 casos havia um fator masculino

envolvido.
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Quanto aos desfechos laboratoriais, os grupos foram semelhantes em

todos os aspectos avaliados (Tabela 3).

Observacdes das analises de desfechos de laboratorio: 6 ciclos (4 no grupo
A e 2 no grupo B) houve transferéncia embriondria em D3. Entre essas
transferéncias realizadas em D3, em apenas 1 delas (16,6%) obteve-se gestacao
clinica evolutiva. Esses resultados foram excluidos das analises de taxa de
formacédo e qualidade de blastocisto. Os ciclos cancelados por auséncia de

ovulos ou fertilizacdo também foram excluidos dessas analises.

Tabela 2 - Desfechos clinicos relacionados ao resultado da estimulagéo ovariana

controlada
G .
rupo Grupo baixas
controle doses (n=44)
(n=46) B
Média+DP ou | MédiaxDP ou .
N (%) N (%) P
Duracao do estimulo (dias) 9.87+1.82 9.98+1.95 0.787
Dose total de 2114+404 1209+383 <0.001
gonadotrofinas(Ul)
Estradiolno diado trigger 065148 2351+1636 0.226
(pg/ml)
Cancelamento de ciclo 4/46 (9%) 8/44 (16%) 0.186
Trigger com anélogo 0 0
agonista do GnRH 12/45 (27%) 13/42 (31%) 0.659

* As variaveis numéricas foram comparadas por teste t de Student e as variaveis categoricas
pelo teste qui-quadrado.
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Tabela 3 - Desfechos laboratoriais relacionados ao resultado da estimulac&o

ovariana controlada

c(s:ll‘:sjcl)e Grupo baixas
=4
(n=45) doses(n=40)
MédiaxDP ou MédiaxDP ou
(%) (%) P
N° de odcitos captados 11.02+6.63 8.95+6.56 0.152
N° de odcitos maduros 8.09+5.17 6.88+5.35 0.291
Taxa de fertilizacéo 76.6 81.6 0.337
R )
\® de blastocistos 3.18+2.37 2.76+2.75 0.478
formados
Taxa de formagdo de 49.9 54.8 0.463
blastocisto
o )
\® de blastocistos de boa 222+1.97 1.01+2.43 0.564
gualidade
Taxa de formacao de
blastocistos de boa 63.4 60.1 0.726
gualidade

* As variaveis numéricas foram comparadas por teste t de Student e as variaveis categoricas
pelo teste qui-quadrado.

A Tabela 4 mostra os perfis de transferéncia embrionaria nos dois grupos

de estudo
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Tabela 4 - Perfis de transferéncia embrionéria nos dois grupos de estudo

Transferéncia Grupo Grupo baixas
embrionaria controle(n=46) | doses (n=44)
N (%) (%) p

Ciclo cancelado 4 (9%) 8 (18%) 0.186
Freeze a! (congelamento 4 (9%) 3 (7%) 0.740
de embrides)
Transferéncia de embrido

13 (28%) 14 (32%) 0.713
fresco
Transferéncia de embrido 25 (54%) 19 (43%) 0.289

descongelado

Qui-quadrado: p=0.515

Os desfechos clinicos foram comparados entre os grupos de estudo de

duas formas: para a primeira transferéncia (Tabela 5) e para resultados

acumulados por ciclo iniciado (Tabela 6).
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Tabela 5 - Desfechos clinicos ap6s a primeira transferéncia embrionaria nos

grupos estudados

Grupo Grupo baixas
controle doses
Média tDP ou Média +DP ou
N (%) N (%) P

Transferanci —

ransferéncia de embrido em | ;) o0 ag0)  31/33 (94%) 0.500
blastocisto
Transferencia de embriao 10/38 (26%)  12/33 (36%) 0.361
anico
Transferéncia de embrido

. 29/38 (76%) 26/33 (79%) 0.804

Top Quality
Resultado clinico na
primeira transferéncia
Gestacdo 13/38 (34%)  15/33 (45%) 0.334
Gestacao clinica 11/38 (29%) 12/33 (36%) 0.505
Aborto 2/11 (18%) 3/12 (25%) 0.692
Gestacao Multipla 1/9 (11%) 219 (22%) 0.527
Gestacao evolutiva na /46 (20%)  9/44 (20%) 0.916
primeira transferéncia

Todas as segundas transferéncias foram realizadas em estagio de

blastocisto.

Apenas duas pacientes, uma no grupo controle e uma no grupo baixas
doses, realizaram a terceira transferéncia. Ambas tiveram transferéncia de
embrido Uunico em estagio de blastocisto e a paciente do grupo controle obteve
uma gestacdo evolutiva Unica. Esta gestacdo foi somada nos resultados da

Tabela 6.
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Tabela 6 - Desfechos clinicos por ciclo iniciado nos dois grupos de estudo
Grupo Gr.u PO
controle baixas
doses
Média tDP  Média +DP
ou N (%) ou N (%) P
Seguhda transferéncia (entre os 7129 (24%)  5/24 (21%) 0.775
negativos na 1%
SET (Single embryo transfer) 1/7 (14%) 3/5 (60%) 0.098
N° total de embrides transferidos 2.1+1.0 1.9+0.9 0.331
Resultado clinico por ciclo
iniciado
Gestacao clinica evolutiva 13/38 10/33 0.726
acumulada (34%) (30%)
Gestacdo multipla acumulada 2/13 (11%) 2/10 (20%) 0.772
Gestacéo evolutiva por ciclo 13/46 10/44 0547
iniciado (28%) (23%)
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5. Discussao

Ha atualmente, Diversos protocolos de estimulacdo ovariana disponiveis
para a obtencédo de multiplos o6citos em um ciclo de fertilizacao in vitro (FIV),
entre eles: ciclos de estimulacédo ovariana com gonadotrofinas recombinantes,
gonadotrofinas urinarias, gonadotrofinas de longa duracdo e/ou a combinacao
de diferentes tipos de gonadotrofinas, associagcdo com inibidores da aromatase
e/ou citrato de clomifeno, bloqueio hipofisario com anélogos agonistas do GnRH,
analogos antagonistas do GnRH ou progestagénios e por fim a maturacéo
oocitaria com alfacoriogonadotropina e/ou analogos agonistas do GnRH. Além
disso, os estimulos podem ser feitos na fase folicular, na fase Iitea,no inicio de

modo aleatdrio, ou ainda, de maneira sequencial.

O presente estudo comparou o estimulo ovariano em fase folicular com
doses convencionais de gonadotrofinas urinarias (225 Ul/dia) e com baixas
doses de gonadotrofinas (150 Ul/dia) associadas ao uso de citrato de clomifeno
(100mg/dia). Em ambos os protocolos foi efetuado bloqueio com analogo

antagonista do GnRH.

Como se sabe, a fertilizacdo in vitro esta associada ao uso de altas doses
de gonadotrofinas (225 Ul a 350 Ul/dia) para estimulacéo ovariana e obtencéo
de mudltiplos odcitos. Porém, o uso de doses elevadas tem sido questionado?®,

pois alguns estudos mostraram taxas de gravidez similar entre as mulheres
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hipo®, normo e hiperrespondedoras'®?® utilizando baixas doses de

gonadotrofinas.

E importante ressaltar que o resultado padr&o ouro na FIV é a obtencéo de

gravidez e recém nascido saudaveis.

O numero de 6vulos em excesso obtidos em um ciclo de estimulacao
ovariana também estd sendo questionado desde de que se adotou, de modo
global, a politica de transferéncia de um embrido Unico. Assim, o namero de
embrides excedentes criopreservados € hoje um grande problema. Um estudo
canadense, pais conhecido por incentivar a transferéncia de embrido anico,
publicado em 2013, mostrou que em mulheres na faixa de 35 a 39 anos a melhor
taxa de gravidez foi obtida quando 5-9 évulos foram capturados na aspiracao

folicular??,

Em nossos resultados ndo houve diferenca estatistica com relagdo ao
namero de évulos obtidos entre os dois grupos analisados, apesar do resultado
absoluto ter sido menor no grupo com baixas doses de gonadotrofinas
(8.95+6.56 versus 11.02 £ 6.63 no grupo controle; p=0.152). Também nao houve
diferenca estatistica no numero de odcitos maduros (8.09 + 5.17 versus 6.88 *
5.35), na taxa de fertilizacédo (76.6% versus 81.6%) ou na taxa de blastulacao
(49.9% versus 54.8%) entre os grupos convencional e grupo baixa dose ,
respectivamente, contrariando o que alguns estudos sugerirem que a
estimulacdo com baixas doses de gonadotrofinas poderia ter melhor qualidade

oocitaria pelo nivel hormonal ser mais préximo do fisioldgico??.

As taxas de transferéncia de embrido unico (SET - Single embryo transfer)

apresentados na Tabela 6 do nosso estudo foram de 26% no grupo convencional
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e 36% no grupo com baixas doses de gonadotrofinas (p=0.361) e,
consequentemente, as taxas de gravidez mdltipla foram de 11 e 20%

respectivamente sem diferenca estatistica entre os grupos (p=0.772).

Optamos por utilizar a associacdo de citrato de clomifeno com
gonadotrofinas neste estudo, com o intuito de reduzir a dose necessaria de
gonadotrofinas?® para a estimulacdo ovariana. O citrato de clomifeno contém
uma mistura de dois isbmeros: enclomifeno e zuclomifeno. O zuclomifeno € mais
potente e responsavel pela indu¢céo da ovulacdo, age bloqueando os receptores
de estrogénio do hipotadlamo, sinalizando uma falta de estrogénio circulante e
mudando o padrdo de pulsatilidade do GnRH?%3. Porém, também ha estudos
semelhantes que utilizaram somente baixas doses de gonadotrofinas, sem o uso
do citrato de clomifeno para estimulacéo ovariana, que se mostraram eficientes.

Ambas os protocolos sdo aceitos na literatura®.

Em nosso estudo, houve reducéo significativa (p< 0.001) da dose de
gonadotrofina utilizada no grupo convencional (2114 + 404 Ul) em relacao ao
grupo controle (1209 + 383 Ul), o que consequentemente, reduz o custo total do

tratamento.

O resultado mais relevante da nossa pesquisa, e acreditamos que seja um
ponto forte, é que além de ter sido um estudo prospectivo, conseguimos analisar
longitudinalmente todo o ciclo de fertilizacdo in vitro do casal e ndo somente uma
transferéncia de embrido e verificamos nédo haver diferenca estatistica entre os
grupos para os desfechos de gravidez por transferéncia e por ciclo iniciado,
sendo que no grupo controle as taxa de gravidez clinica por transferéncia e

cumulativa foram de 24 e 34% e no grupo de estimulagcdo com baixas doses de
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gonadotrofinas, de 27 e 30% (p = 0,729 e 0,726), respectivamente. NoSsos
resultados, de acordo com parte da literatura existente?®, mostrou que baixas
doses de gonadotrofinas ndo estdo associadas obrigatoriamente a menores

taxas de gravidez por ciclo em pacientes de bom progndstico.

Ha na literatura, estudos que corroboram o uso da estimulacdo ovariana
minima como uma alternativa em pacientes com baixa reserva ovariana ou
hiporrespondedoras?42°2627, Os resultados deste presente estudo, que foi
realizado em pacientes de bom progndstico e boa reserva ovariana (contagem
de foliculos antrais média de 12.26 + 5.28 no grupo convencional e 13.20 £ 5.79
no grupo com baixas doses de gonadotrofina sem diferenca estatistica entre os
grupos; p=0.421), dao suporte aos estudos que afirmam que este protocolo
também pode ser oferecido para pacientes normo e/ou hiperrespondedoras?®28

sem prejuizo no resultado clinico de taxa de gravidez.

Apesar das evidéncias atuais sobre o tema, alguns artigos foram
publicados no periédico Human Reproduction?>?° questionando a raz&do pela
gual os profissionais de saude ligados a reproducao assistida tém resisténcia em
adotar protoocolos de estimulos ovarianos com baixas doses de gonadotrofinas.
Apesar do estudo OPTIMIST® ter mostrado melhor eficacia da prescricdo de
gonadotrofinas em baixas doses na estimulagéo ovariana, poucos profissionais
aderiram a essa técnica, demonstrando que esses profissionais talvez
necessitem de mais tempo para realizar mudancas em seus protocolos apos
publicacdo dos estudos clinicos randomizados e também que a forma como

esses estudos séo publicados poderiam interferir na tomada de deciséo.
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A escolha do grupo de participantes selecionadas para o estudo - de bom
prognostico (mulheres com idade inferior a 39 anos, indice de massa corpoérea
(IMC) até 30Kg/m2, dosagem de FSH menor do que <10 mUI/ml no terceiro dia
do ciclo menstrual e contagem de foliculos antrais na fase folicular inicial maior
do que 5 foliculos) foi importante para os resultados do estudo pois acreditamos
qgue nesse grupo de mulheres ndo ha beneficio em se obter um numero
expressivo de embrides excedentes. Os fatores de infertilidade, classificados de
acordo com o SART (Society for Assisted Reproductive Medicine), que levaram
as pacientes ao tratamento de Fertilizacdo in vitro também néo diferiu entre os

ciclos, nao interferindo em nosso resultado final.

Outro dado que foi resultado da populacéo selecionada para o estudo foi a
porcentagem de transferéncias com embrides top quality (3BB na Classificacédo
de Gardner ou melhores) a qual foi de 76% no grupo controle e 79% no grupo
com baixas doses de gonadotrofinas (p=0.804), isso decorre principalmente, da
idade da mulher que foi de 34.83 + 3.74 anos no grupo controle e 34.24 + 3.28
anos no grupo com baixas doses de gonadotrofinas, também sem diferenca

estatistica entre os grupos (p=0.513).

Em nosso Centro temos a politica de transferéncia de embrido fresco em
estagio de blastocisto, quando ndo ha risco de sindrome de hiperestimulo
ovariano tardio. Neste estudo tivemos apenas 6 transferéncias de embrido fresco
em estagios de clivagem (dia 3). Todas as transferéncias de embrido

descongelado foram feitas também em estagio de blastocisto.
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Um viés do nosso estudo foi o numero de pacientes envolvidas no
tratamento. E possivel que aumentando o tamanho amostral, poderiamos talvez

diminuir a taxa de nao inferioridade do tratamento.

A literatura atual também se preocupa com as taxas de cancelamento do
ciclo de estimulacdo ovariana®3t, Em nossos dados, a taxa de cancelamento foi
de 9% (4/46) no grupo controle e 18% (8/44) no grupo com baixas doses
(p=0.186) sem diferenca estatistica entre os grupos, apesar dos valores

absolutos serem maiores no grupo que recebeu baixas doses de gonadotrofinas.

Em nosso estudo, tivemos 7 pacientes (4 no grupo controle e 3 no grupo
baixas doses) que ndo retornaram para a transferéncia de embrido pois estavam
aguardando exames adicionais a serem realizados antes da transferéncia

embriondria, como por exemplo a realizacdo de histeroscopias cirargicas.

Apesar da literatura sugerir que o estimulo ovariano com baixas doses de
gonadotrofinas € mais seguro por ter menores taxas de Sindrome do
Hiperestimulo ovariano®, no presente estudo ndo houve pacientes com essa
complicagdo em nenhum dos dois grupos. Acreditamos que isso se dé
principalmente pela seguranca que o protocolo com andlogo antagonista do
GnrH e o trigger com analogo agonista do GnRH oferece a esse grupo de
pacientes, por ndo utilizar a gonadotrofina coridnica para maturagdo final do
06cito®2. Neste estudo tivemos 27% e 31% (p=0.659), respectivamente no grupo
controle e no grupo baixas doses, de ciclos que necessitaram de trigger com

analogo agonista do GnRH, ou seja, que tinham maior risco de Sindrome de

Hiperestimulo Ovariano, mas que néo a tiveram pela seguranc¢a do protocolo.
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Analisando os resultados do estimulo ovariano com baixas doses de
gonadotrofinas, um estudo holandés relatou uma analise SWOT (forcas,
fraquezas, oportunidades e ameacas) sugerindo que a forca deste protocolo esta
nas taxas de gravidez e menor custo, a fraqueza estaria na maior taxa de
cancelamento, a oportunidade seria de ampliacdo do acesso da populacédo a
fertilizac&@o in vitro e as ameacas estariam na resisténcia dos clinicos ao uso

deste protocolo??.

Estudos futuros podem se concentrar no 6nus psicolégico da taxa de
cancelamento, pois ha ainda poucos estudos®3 na literatura sugerindo que o ciclo
de fertilizacéo in vitro com baixas doses pode ter menor impacto psicolégico pela

menor queda hormonal apés o ciclo.

Estudos sobre a custo-efetividade geral do tratamento com baixas doses
de gonadotrofinas, incluindo os custos de congelamento de embrides
excedentes também sdo interessantes de serem analisados e merecem ser
objeto de pesquisa. Esses estudos podem ser ainda mais relevantes em paises
em desenvolvimento, como 0 nosso, que carecem da ampliacdo do acesso aos
tratamentos de infertilidade. Por esse motivo a conclusdo deste estudo é
fundamental pois mostrou que a estimulacdo ovariana com baixas doses de
gonadotrofinas é capaz de manter os resultados de gravidez em pacientes com

bom progndstico utilizando menores doses de medicacéo.
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0. Conclusoes

v" Nao houve diferenca estatistica entre os grupos analisados em relacao a
taxa de gravidez por transferéncia e por ciclo iniciado;

v' A guantidade de gonadotrofinas utilizada em cada grupo foi
significativamente maior no grupo convencional,

v" Nao houve diferencas estatisticas nas taxas de cancelamento de ciclo,
namero de odcitos captados, taxa de fertilizacao e taxa de formacéo de

blastocisto entre grupos.
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7.

Anexos

Anexo A — Aprovacgao do Projeto

4 ad _ USP - HOSPITAL DAS |
$ CLINICAS DA FACULDADE DE W
' MEDICINA DA UNIVERSIDADE

%) ik ¥ L ) P‘. m‘ m ' m N "Bs‘-, ‘m l.wooca’ D
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Estimulagao ovariana minima: Protocolo de Fertilizagéo in Vitro de menor custo para
atender casais inférteis em Centro Universitario de Reprodugao Humana

Pesquisador: Edmund Chada Baracat

Area Tematica: Reprodugdo Humana (pesquisas que se ocupam com O funcionamento do aparelho
reprodutor, procriagéo e fatores que afetam a saude reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados “participantes da pesquisa” todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reprodugéo Humana que nao necessita de analise ética por parte da CONEP;);

Verséo: 1

CAAE: 92446218.5.0000.0068

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.783.961

Apresentacao do Projeto:

Estudo clinico randomizado de nao inferioridade que visa avaliar um protocolo de estimulagao minima
(baseada em no principio de obtencao de melhores embrides e melhor receptividade endometrial com o uso
de menores doses de gonadotrofinas) em comparagao ao protocolo tradicional de tratamento com
gonadotrofinas em alta dose para a hiperestimulagao ovariana visando a fertilizagao in vitro.
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - “Estimulacédo ovariana minima: Protocolo de Fertilizagao
in Vitro de menor custo para atender casais inférteis em Centro
Universitario de Reprodugao Humana”

Pesquisador principal - Edmund Chada Baracat

Departamento/Instituto - Departamento de Obstetricia e Ginecologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo/ ICHC

Vocé esta sendo convidada a participar, voluntariamente, de um estudo que sera
realizado no Centro de Reproducdo Humana Mério Covas no Hospital das
Clinicas. O estudo incluird 2 grupos de pacientes. No Grupo A as participantes
utilizardo a dose convencional de medicacao ja utilizadas em nosso servico:
(Menotrofina 150-225 Ul, Antagonista do GnRH ,alfacoriogonadotropina e/ou
com Agonista GnRH). No Grupo B as participantes utilizardo uma medicac¢ao por
boca por 5 dias: (Citrato de Clomifeno 100mg a partir do 3° dia da menstruacao
até o 7° dia). A partir do 5° dia elas utilizardo as mesmas medicacdes do grupo
anterior: (Menotrofina 75Ul-150Ul, Antagonista do GnRH,alfacoriogonadotropina
e/ou com Agonista GnRH ).Os grupos serédo divididos por randomizagao, que
significa que sera feito um sorteio por programa de computador entre todas as
participantes. Esse formulario de consentimento explicarda a finalidade e os
detalhes deste estudo. Explicara também as suas responsabilidades e seus
direitos como participante. E importante que vocé leia e compreenda todos 0s
procedimentos e certifigue-se que todas as suas perguntas foram respondidas
antes de assinar este documento. Juntamente com vocé, caso vocé aceite,
participardo 263 mulheres em (cada grupo), totalizando 526 participantes.
Durante seu atendimento, vocé deve informar ao médico sobre todas as doencgas
atuais e tratamentos aos quais vocé fora ou estd sendo submetida. Seréo
coletados dados clinicos e demograficos de todas as participantes, bem como
todas serdo submetidas a exame fisico geral, informacdes de peso e altura e
avaliacao de sinais vitais e ultrassom. Os dados coletados serédo confidenciais
e apenas utilizados para a pesquisa. A pesquisa visa Comparar a taxa de
gravidez por ciclo iniciado em casais inférteis submetidos a tratamento de
fertilizacdo in vitro com protocolo de estimulacdo ovariana convencional e
estimulacdo ovariana minima. A participante vai receber acesso a mais ciclos de
fertilizacdo in vitro, conforme as normas do Setor de Reprodu¢cdo Humana do
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Hospital das Clinicas, sem privilégios ou prejuizos em relagdo aos outros
pacientes. Nao € esperado que sua participacdo neste estudo acarrete em
problemas de saude para vocé. Entretanto, caso algum problema médico
decorra diretamente de sua participacdo na pesquisa, é garantido a vocé
tratamento para todos estes problemas médicos, bem como a solicitacdo de
indenizacao por eventuais danos decorrentes da participacdo na pesquisa.

Vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimentos de eventuais duvidas. O principal investigador é o Prof Dr
Edmund Chada Baracat, que conta com o apoio da Mayra Satiko Lemos
Nakano, que podem ser encontradas a Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 255
Instituto Central do Hospital das Clinicas 10° andar — Sao Paulo, CEP:05403-
000 Telefone: 55-11-2661-7621. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CapPesq) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — Tel: 2661-7585 ou
pelo e-mail: cappesqg.adm@hc.fm.usp.br

N&o serdo cobrados custos dos participantes em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Sua participacdo no estudo € totalmente
voluntaria e vocé podera interrompé-la a qualquer momento. Sua deciséo de ndo
participar ou de se retirar do estudo, ndo prejudicara nem afetara seu
atendimento médico, atual ou futuro, nesta Instituicdo. Entretanto, se decidir ndo
participar mais, vocé devera notificar imediatamente o médico do grupo do
Centro de Reproducdo Humana que conduz seu atendimento. Isto € para sua
propria seguranca. Vocé deverd compreender também que sua participacao
podera ser encerrada, pelo médico responsavel pelo atendimento, a qualquer
tempo, se ele julgar ser o melhor para vocé. Vocé também sera informado de
toda e qualquer novo fato que possa influenciar a sua intengcéo de continuar ou
nao a participar deste estudo.

Apos ler o presente documento, declaro que fui suficientemente informado a
respeito do estudo “Estimulacdo ovariana minima: protocolo de fertilizacao
in vitro com baixas doses de gonadotrofinas para atender casais inférteis
de bom progndstico em centro universitario de reproducdo humana’.

Eu discuti as informacdes acima com o Pesquisador Executante sobre a minha
decis@o em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, 0s
procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo, assino este termo de consentimento
e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.
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Assinatura do

participante/representante legal

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data / [

Data [/ [

Data

/
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