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RESUMO

O prognéstico reprodutivo é classicamente apresentado de acordo com a
idade da mulher, sendo descrito que com o avangar do tempo ocorreria piora na
quantidade e qualidade dos odcitos. Entretanto, a baixa resposta ao estimulo
ovariano, uma medida de reserva ovariana baixa, pode estar presente em até 24%
das mulheres com menos de 35 anos e ndo € consenso que nesta situagao a
qualidade oocitaria estaria preservada. Este trabalho teve o intuito de analisar os
meétodos de avaliagédo de reserva ovariana em mulheres inférteis jovens submetidas a
estimulagao ovariana controlada (EOC), bem como a dose total de gonadotrofinas
utilizadas no estimulo ovariano, e a existéncia de associagdo com qualidade oocitaria.
Em estudo retrospectivo, pacientes inférteis com até 35 anos submetidas a EOC foram
classificadas quanto a apresentar reserva ovariana normal ou baixa de acordo com
horménio foliculo estimulante (FSH) basal (mlU/mL), horménio anti-mulleriano (AMH)
(ng/mL) e contagem de foliculos antrais (CFA) (n). Seus odcitos foram classificados
de acordo com maturidade e alteragao de morfologia (presencga ou nao de alteragoes
na forma, zona pelucida, citoplasma e espaco perivitelinico). Foram analisados dados
de 49 pacientes resultando num total de 348 odcitos. Neste estudo, 81,6% das
pacientes apresentaram FSH basal normal (<10 mlU/mL), apresentando maior no
numero de odcitos maduros comparado as com FSH elevado: 6 e 2, respectivamente
(p<0,001). Em relacédo ao AMH, 38,8% delas tinham reserva ovariana baixa (<1,2
ng/mL). Este grupo apresentou menor quantidade de odécitos maduros, maior FSH
basal e idade (p<0,001). Cada acréscimo de unidade no FSH basal sérico representou
um aumento de 42% de chance de apresentar o6cito com citoplasma anormal (p=
0,006) enquanto que aquelas com AMH baixo, apresentaram um risco 5,3 vezes maior
de ter odcito com esta alteragao (OR 5,3; IC 1,7-16,7; p=0,004) e trés vezes maior de
ter anormalidade no espacgo perivitelinico (OR 3,0; IC 0,8-4,9; p= 0,018). Quando a
CFA foi menor que 10 observou-se maior quantidade de odcitos com forma anormal
(OR 2,9; IC 1,1-7,6; p= 0,035). Nao houve diferenga significativa entre os grupos na
dose total utilizada de FSH/HMG durante o estimulo ovariano assim como aumento
de risco de alteragdo da morfologia oocitaria considerando esta variavel. Desta forma,
neste estudo, mulheres jovens com reserva ovariana baixa apresentaram mais oocitos
com morfologia alterada comparado aquelas com reserva normal. A reserva ovariana
baixa pelo AMH esteve associada a pior qualidade oocitaria em mulheres jovens
submetidas a EOC.

Palavras-chave: Infertilidade. Odcitos. Reprodugao. Reserva ovariana.



ABSTRACT

The reproductive prognosis is classically presented according to the woman’s
age, being described that with the advancement of the time would occur worsening in
the quantity and quality of the oocytes. However, the low response to ovarian
stimulation, a low ovarian reserve measure, may be present in up to 24% of women
under 35 years of age and it is not a consensus that in this situation oocyte quality
would be preserved.The objective of this study was to analyze methods of ovarian
reserve evaluation in young infertile women submitted to controlled ovarian stimulation
(COS), as well as the total dose of gonadotrophins used in ovarian stimulation, and the
existence of association with oocyte quality. In a retrospective study, infertile patients
up to 35 years of age submitted to COS were classified as having normal or low ovarian
reserve according to basal follicle stimulating hormone (FSH), anti-mullerian hormone
(AMH) (ng/mL) and antral follicle count (AFC) (n). Their oocytes were classified
according to maturity and morphology alteration (presence or not of alterations in the
form, zona pellucida, cytoplasm and perivitelline space). Data were analyzed from 49
patients resulting in a total of 348 oocytes. In this study, 81.6% of the patients
presented normal basal FSH (<10 mlU/mL), presenting a higher number of mature
oocytes compared to those with high FSH: 6 and 2, respectively (p< 0.001). Regarding
AMH, 38.8% had low ovarian reserve (<1.2 ng/mL). This group had lower number of
mature oocytes, higher basal FSH and age (p < 0.001). Each increase in serum basal
FSH represented a 42% increase in the chance of presenting oocyte with abnormal
cytoplasm (p= 0.006) while those with low AMH had a 5.3-fold increased risk of having
oocyte with this alteration (OR 5.3, Cl 1.7-16.7, p= 0.004), and 3-fold greater alterations
in perivitelline space (OR 3.0, Cl 0.8-4.9, p=0.018). When the AFC was less than 10,
an abnormal number of oocytes was observed (OR 2.9, CI 1-7.6, p= 0.035). There was
no significant difference between groups in the total FSH/HMG dose during ovarian
stimulation as well as increased risk of altered oocyte morphology considering this
variable. Thus, in this study, young women with low ovarian reserve had more oocytes
with altered morphology compared to those with normal reserve. The low ovarian
reserve for AMH was associated with poor oocyte quality in young women submitted
to COS.

Keywords: Infertility. Oocytes. Reproduction. Ovarian reserve.
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1 INTRODUGAO

A infertilidade conjugal representa importante e prevalente agravo a saude.
Cerca de 7,5 milhdes de mulheres nos EUA (cerca de 12,3% da populagdo em idade
reprodutiva), apresentam a doencga (CDC, 2016). Estima-se que o fator ovulatério
esteja presente em cerca de 25% dos casos (ASRM, 2012a).

E amplamente descrita na literatura a queda natural da fertilidade da mulher
com o avangar da idade. A fecundidade diminui gradualmente apds os 32 anos sendo
que a queda é mais brusca ap6s os 37 anos (SPEROFF, 2011). Mesmo com
tratamentos de reproducédo assistida, os resultados também evidenciam este achado.
De acordo com dados da Rede Latino-Americana de Reproducdo Assistida
(REDLARA), a taxa de nascimento por embrido transferido de acordo com a idade da
mulher foi de 35% nas com menos de 35 anos, 28% entre 35-39 anos, 17% quando
tinham 40-42 anos, e 10% naquelas com mais de 43 anos (REDLARA, 2012). Em
pacientes acima de 44 anos a taxa de sucesso na FIV com odcitos préprios
dificilmente ultrapassa 1% dos casos (ASRM, 2014). A taxa global de aborto nestes
tratamentos foi de 18% sendo que também aumentou com o avangar da idade. Em
14,4% dos casos ocorreu antes nas pacientes com menos de 35 anos, 18,5% entre
35-40 anos e 41,5% quando tinham mais de 41 anos (REDLARA, 2012).

Reserva ovariana é o termo utilizado para descrever o pool de foliculos
primordiais da mulher em um determinado momento da vida. Ao nascer, uma menina
apresenta cerca de 2 milhdes de foliculos primordiais e, devido ao processo de
apoptose, somente cerca de 25% estardo presentes na puberdade. Deste total,
apenas 400-500 resultardo em odcitos na ovulacdo. Quando a massa folicular é
pequena, instala-se a menopausa. Estima-se que cerca de 2-3 anos antes que isso
ocorra, a capacidade reprodutiva da mulher ja esteja muito comprometida (HUSSEIN,
2005; WALLACE; KELSEY, 2010; MACEA, 2011; GLEICHER; KUSHNIR; BARAD,
2015; AMANVERMEZ; TOSUN, 2016).

Dentre os métodos de avaliagao da reserva ovariana estao as dosagens séricas
horménio foliculo estimulante (FSH) basal e hormdnio anti-mulleriano (AMH), além do
ultrassonografico contagem de foliculos antrais (CFA) (ASRM, 2015). Discute-se na
literatura médica qual método seria 0 mais adequado para este fim, principalmente em

relagao a taxa de gestagao natural e predigao de idade da menopausa.
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Considera-se que a idade seja um importante marcador de reserva ovariana.
Desta forma, a mulher com menos de 35 anos, considerada jovem, teoricamente
apresentaria maiores chances de engravidar por apresentar oocitos em maior
quantidade e melhor qualidade (WALLACE; KELSEY, 2010; ASRM, 2015). Porém, na
pratica clinica, tem sido observado um crescente aumento de mulheres jovens com
baixa reserva ovariana e/ou oécitos de ma qualidade. Nesse sentido, questionamos
quanto a real taxa de gravidez natural ou taxa de sucesso em terapias de reproducéo
assistida neste perfil de paciente.

A insuficiéncia ovariana prematura vem na sequéncia da baixa reserva
ovariana e ocorre em 1% da populagao geral e entre 5-10% dos casos de amenorréia
secundaria. Tem como causas: alteragbes genéticas, doengas auto-imunes, ooforite,
perda folicular induzida por medicamentos, radia¢des, toxinas e cirurgias ovarianas.
Entretanto, em 90% dos casos nédo se estabelece diagnéstico (ESHRE, 2015;
GLEICHER; KUSHNIR; BARAD, 2015). Apesar de rara, € importante lembrar o
impacto que esta enfermidade representa na vida reprodutiva da mulher onde,
possivelmente, a ovodoagao pode ser a unica alternativa para engravidar, mesmo
sendo jovem.

Na reproducao assistida, € de suma importancia a selegdo de gametas pelo
embriologista com o objetivo de alcangar melhores resultados clinicos. De acordo com
Cota et al. (2012), a qualidade do odcito pode refletir o potencial intrinseco de
desenvolvimento do gameta, além da fecundagdo, mas também no desenvolvimento
embrionario. Variagdes na morfologia oocitaria podem ocorrer devido a idade da
mulher, alteracoes genéticas e até mesmo pela hiperestimulagao ovariana (SETTI et
al., 2011). Porém, pouco se discute sobre a qualidade dos oécitos de mulheres jovens
com reserva ovariana baixa. Nesse sentido, este trabalho teve o objetivo de investigar
a existéncia de associagao entre a reserva ovariana avaliada através de trés métodos

(FSH basal, AMH e CFA) e qualidade oocitaria nestas mulheres.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFERTILIDADE E FERTILIZACAO IN VITRO

A taxa de gravidez num casal jovem saudavel é estimada em 15 a 20% ao
més. Estima-se que cerca de 85% destes engravidem em até 1 ano de relagdes
sexuais nao protegidas. Desta forma, considera-se infértil aquele que ndo consegue
conceber naturalmente apds este periodo. Entretanto, conforme recomendacao da
Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM), sugere-se investigagcéo
imediata do casal quando a mulher apresenta mais de 35 anos de idade, alguma
doenga reconhecidamente impactante da funcdo reprodutiva ou baixa reserva
ovariana (ZEGERS-HOCHSCHILD, 2017a).

Dentre as causas de infertilidade, tem-se disturbios ovulatérios em 15-25%
dos casos, fator tubo-peritoneal em 25-35% e alteragdo masculina em 40%. Porém,
em 10% dos casais nao se identifica a causa da dificuldade em conceber
denominando-se infertilidade sem causa aparente (ARSM, 2012a; ASRM, 2015).

Entre os tratamentos da infertilidade, tem-se inicialmente, a correcdo de
problemas identificados. Nos casos de anovulagdo, indugcdo hormonal e coito
programado, por exemplo. Na alteracao tubaria, otimizagéo da dinamica anatémica.
Nos casos de alteracao espermatica por causas reversiveis, o tratamento do fator
masculino (ASRM, 2015).

Nas situagcbes de fator masculino ou tubario graves, assim como de
infertilidade sem causa aparente de longa data e baixa reserva ovariana, indica-se a
Fertilizacao in vitro (FIV). O primeiro nascimento deste tratamento data de 1978 e,
desde entdo, a técnica tem se aprimorado muito sendo responsavel por mais de 5
milhdes de nascimentos no mundo. Segundo o registro anual de 2014 da REDLARA,
com dados de tratamentos feitos em 159 centros de reproducao assistida em 15
paises da América Latina, foram realizados 65.534 ciclos de FIV/ICSI sendo 41,6%
brasileiros. Destes tratamentos, nasceram 18.162 bebés (ZEGERS-HOCHSCHILD,
2017b).

A injecao intra-citoplasmatica de espermatozoides (ICSl), inicialmente criada
para casos de fator masculino grave, é técnica de FIV amplamente realizada na
atualidade nos casos de alta complexidade de terapia de reproducdo assistida.

Também é indicada quando da utilizacdo de odcitos descongelados e de mulheres
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com idade avangada ou reserva ovariana baixa, considerando que pode ocorrer
alteracdo na zona pelucida, o que pode dificultar a penetragdo do espermatozoide
(DONADIO et al, 2012).

Neste tratamento, a mulher é submetida a protocolo de estimulagédo ovariana
controlada (EOC) visando maior numero de odcitos que o naturalmente obtido,
considerando que este poderia ndo ter qualidade suficiente ou nao fertilizar e assim
comprometer todo o resultado do tratamento. Ela € submetida a avaliagado ecografica
e hormonal no inicio da fase folicular (2° ou 3° dia do ciclo menstrual) e, estando dentro
do esperado para a fase, inicia a aplicagao diaria de hormbnios gonadotréficos (FSH
e/ou HMG) realizando novas avaliagdes seriadas. Para impedir o pico endégeno do
hormonio luteinizante (LH), que promove a rotura folicular natural, utiliza-se protocolos
com analogos agonistas ou antagonistas do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH). Para promover a maturacao final dos odcitos, simula-se o pico de LH com
uso de gonadotrofina coribnica humana (hCG). Apdés 35-36 horas realiza-se a
captacao dos odcitos por via vaginal guiado por ultrassonografia num procedimento
realizado sob anestesia local ou sedagdo (DONADIO et al, 2012).

Em geral, o espermatozoide a ser injetado no odcito € obtido no mesmo dia
por masturbacao ou através de procedimentos cirurgicos nos casos de azoospermia
(aspiragao de epididimo ou biépsia testicular). Quando nao se obtém espermatozoides
e nos casos de homoafetividade, pode-se utilizar gametas de doador anénimo
(REDLARA, 2006; DONADIO et al, 2012).

Para a realizacdo da ICSI utiliza-se um microscépio invertido com micro
manipulador. O odcito é fixado na agulha de Holding e com a agulha de injecao
imobiliza-se o espermatozoide através da quebra da cauda realizando um rapido atrito
entre a mesma e o fundo da placa. Ele é entdo sugado para dentro da agulha que
penetra o odcito, fazendo uma pequena sucgao até o rompimento da membrana, e
entao injetado dentro do citoplasma. Apds finalizada a ICSI, os odcitos sao incubados
numa temperatura de 37°C com 8% de CO2 (LIMA et al, 2012).

No dia seguinte a coleta dos odcitos, de 16 a 18 horas apds a ICSI, é
confirmada ou néo a fertilizagao pela identificagao dos pré-nucleos (LIMA et al, 2012).
Em geral, espera-se que 60 a 80% dos odcitos fertilizem. De acordo com o 10°
relatério do Sistema Nacional de Produgdo de Embrides (SisEmbrio), em 2016 foram
obtidos no Brasil por ciclo de FIV uma média de 9 odcitos por mulher com uma taxa

de fertilizagdo de 73% (ANVISA, 2017). Este € um dos motivos de se buscarem mais
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odcitos que o naturalmente obtido, otimizando assim o resultado do tratamento. Além
disso, dentre os fertilizados, nem todos geram embrides com desenvolvimento normal
e uma pequena proporgdo chegam a fase de blastocisto, etapa final antes de
realmente se fixar no utero da mulher. Demko et al. (2016) sugerem que este fato
poderia ser explicado pela presenga de alteragdes cromossémicas no embrido o que
impediria o seu desenvolvimento normal. La Marca et al. (2017) mostraram em estudo
com 578 casais submetidos a FIV/ICSI uma média de 3 blastocistos por paciente.
ApdOs o screening genético pré-implantacional (PGS), a média de blastocistos
euploides por paciente foi de apenas 1,1.

A queda natural da fertilidade com o avangar da idade da mulher, assim como
0 aumento da taxa de aborto por aneuploidia, sdo consensos na literatura. Isto pode
estar relacionado a pior qualidade dos odcitos remanescentes (AMANVERMEZ;
TOSUN, 2016; PILS et al., 2016; SCHEFFER et al., 2017). Dentre as anormalidades,
citam-se modificagcbes no mecanismo da constituicdo do fuso mitético, erros de
alinhamento cromossémico, aumento da taxa de degeneragdo e ndo disjungao
cromossémica (LA MARCA et al., 2017).

Com o advento do PGS, sugere-se que a aneuploidia possa ser importante
causa de falha de implantagao embrionaria em ciclos de FIV/ICSI (DEMKO et al.,
2016; LA MARCA et al., 2017).

Em estudo retrospectivo com resultados de 15.169 bidpsias embrionarias
Franasiak et al. (2014) mostraram que a menor taxa de aneuploidia foi quando a
mulher tinha entre 26 e 30 anos de idade (em torno de 23%). Aos 35 anos, a taxa ficou
em 34,5%. Aos 40 anos, 58,2% eram anormais. Aos 44 anos, 88% tinham alguma
alteracado cromossomica (FIGURA 1). Porém, faltam estudos correlacionando niveis
de reserva ovariana em mulheres jovens com os resultados do estudo genético no

embrido.
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FIGURA 1 — PREVALENCIA DE ANEUPLOIDIA DE ACORDO COM A IDADE MATERNA.
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FONTE: Adaptado de FRANASIAK et al. (2014).

2.2 RESERVA OVARIANA

A mulher nasce com determinado numero de foliculos nos ovarios, que diminui
gradualmente por atresia e/ou recrutamento para ovulagdo, conforme modelo de
Wallace e Kelsey (FIGURA 2).

FIGURA 2 - POPULAGAO DE FOLICULOS PRIMORDIAIS: DA FORMACAO
INTRAUTERINA A MENOPAUSA
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Estima-se que ela apresente cerca de 1-2 milhdes de odcitos ao nascimento,
sendo que nos anos reprodutivos sdo consumidos cerca de mil foliculos a cada ciclo.
Foliculos sao recrutados durante toda a vida reprodutiva, inclusive durante o periodo
gestacional ou no uso de contraceptivos hormonais. Este gasto varia com a idade,
sendo cerca de 1.400 foliculos por més aos 20 anos e caindo para cerca de 30 ao
més aos 40 anos. Acredita-se que aos 30 anos ela apresente cerca de 12% da
reserva ovariana inicial reduzindo a 3% aos 40 anos (WALLACE; KELSEY, 2010;
GLEICHER; KUSHNIR; BARAD, 2015).

Mulheres com a mesma idade podem apresentar variadas respostas a EOC e
terem potencial reprodutivo diferentes. A determinacdo da reserva ovariana é
importante na predigdo do numero de odcitos remanescentes e como potencial de
sucesso em tratamentos de reproducgao assistida. A baixa resposta ao estimulo, uma
medida de baixa reserva ovariana, pode atingir entre 9 e 24% das mulheres
submetidas a este tipo de terapia. Assim, a baixa reserva ovariana é definida pela
presenga de ciclos menstruais regulares, alteracado nos testes de reserva ovariana e
menor resposta ao estimulo hormonal em tratamentos de reproducido assistida
(ASRM, 2012b; ESHRE, 2015).

2.2.1 Avaliacao da reserva ovariana pelo FSH basal

Os ovarios tém funcionamento dindmico e continuo e, desta forma, um ciclo
ovulatério nunca é igual ao outro. Através de respostas variaveis aos pulsos de FSH
e LH nos anos reprodutivos, a fungcéo ovariana ocorre de acordo com regulacao local
em cerca de 28 dias. A fase folicular tem inicio com elevagao de 10 a 30% nos niveis
de LH e FSH no final da fase lutea do ciclo anterior. Essa elevagéo tem o objetivo de
recrutar alguns foliculos, agora dependentes de gonadotrofinas, para seu
desenvolvimento até a fase ovulatéria. Por mecanismo de regulagao local, a chamada
dominancia folicular, apenas 1 foliculo chegara até a maturagéo final na ovulagéo
sendo que os demais vao sofrer atresia. No final da foliculogénese ocorre liberagao
de grande quantidade de FSH e LH associada a uma onda de GnRH por
retroalimentacao do alto nivel de estradiol sérico, 0 que culmina no processo que leva

ao reinicio e resolugcao da meiose oocitaria, mucificagdo e expansdo do cumulus
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oophorus e rotura folicular propriamente dita. Também por retroalimentagcéo, com o
pico de estradiol nesta fase, ocorre inibigdo hipotalamica-hipofisaria da secregcao de
FSH. Porém, a medida que diminui a reserva folicular, o0 mecanismo ovulatorio
deficiente e inadequada elevagao nos niveis de estradiol e inibina fazem com que os
niveis basais de FSH se elevem (MEDEIROS, 2010).

Tradicionalmente, FSH e estradiol basal tém sido usados como marcadores de
reserva ovariana, sendo reflexos do adequado mecanismo de biofeedback do eixo
hipotalamo-hipdfise-ovariano do ciclo menstrual anterior. Porém, o uso de
medicamentos hormonais e/ou presencga de cistos de ovario sao importantes fatores
de confusdo na anadlise e interpretacdo dos resultados. Assim, uma mulher com
reserva ovariana baixa em uso de pilula anticoncepcional hormonal pode apresentar
niveis normais de FSH no periodo menstrual, bem como a presenca de cistos
funcionais através da liberacado de estradiol também resulta em FSH anormalmente
baixo neste perfil de mulher. Outro fator confundidor € que o FSH é liberado pela
hipdfise em pulsos ao longo do dia e desta forma seu nivel sérico pode variar
significativamente de acordo com o horario da coleta da amostra (SCOTT et al., 1989;
TONER et al., 1991; MEDEIROS, 2010).

Altos niveis de FSH basal sao preditores de ma resposta ovariana ao estimulo
hormonal. Em estudo retrospectivo de Scott et al. (1989) com 758 ciclos de FIV se
correlacionou o nivel de FSH basal, no 3° dia do ciclo menstrual, com resultados do
tratamento. A taxa de cancelamento do ciclo de FIV por falta de resposta ao estimulo
ovulatério foi superior no grupo de pacientes com FSH maior ou igual a 25 mIU/mL. A
taxa de gravidez foi de 17% nas que apresentavam FSH basal <15 mIU/mL, 9,3%
quando estava entre 15-24,9 mlU/mL, sendo de 3,6% acima de 25 mlU/mL (p<0,01)
(SCOTT et al., 1989).

Corroboram com estes achados o estudo de Toner et al. (1991), que
correlacionou o nivel do FSH basal com taxas de cancelamento e gravidez em 1478
ciclos de FIV. A taxa de cancelamento foi diferente nos quatro grupos de mulheres
analisadas: FSH< 15 mIU/mL: 5%; FSH 15-20 mIU/mL: 10%; FSH 20-25 mIU/mL:
20%; e FSH mlIU/mL: 40%. A taxa de gravidez diminuiu gradativamente até o FSH
chegar a 20 mlU/mL. Acima desse valor, caiu abruptamente até ser nula (TONER et
al., 1991).

Posteriormente, Toner e Seifer (2013) questionaram a aplicabilidade do uso

do FSH basal como determinante de reserva ovariana e aconselhamento reprodutivo,
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sugerindo o AMH como melhor marcador. Eles reforgaram o fato de que para uma fiel
interpretacao, é necessario associagao de resultados de FSH e estradiol basal além
de que apenas resultados altos tém valor prognostico por estarem associados a casos
de ma resposta ovariana ao estimulo. Porém, resultados normais nao identificam

quadros de alta reserva ovariana e tampouco exclui casos de baixa reserva.

2.2.2 Avaliacao da reserva ovariana pelo AMH

As células da granulosa produzem muitos horménios e fatores de
crescimento, dentre eles inibinas, fatores de crescimento semelhantes a insulina,
ativinas e fator de crescimento endotelial. A diminuigdo da secregéo de inibina foi o
primeiro fator de crescimento a ser observado nas mulheres com reducéo da reserva
ovariana. Entretando, ndo houve uma aplicabilidade clinica do uso da inibina para
testes de reserva ovariana devido a variabilidade e inconsisténcia nos métodos de
ensaio existentes. Além disso, a secrec¢ao de inibina B € dependente de FSH e nao
esta presente precocemente no processo da foliculogénese. A FIGURA 3 ilustra a
secrecdo de AMH, inibina B e estradiol pelas células da granulosa na foliculogénese
esquematizando a dependéncia ou ndo das gonadotrofinas no processo (TONER;
SEIFER, 2013).

FIGURA 3 — SECREGAO DE AMH, INIBINA B E ESTRADIOL PELA CELULA DA GRANULOSA
DURANTE A FOLICULOGENESE.
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O AMH, primeiramente descrito em 1940, € uma glicoproteina composta de 560
aminoacidos pertencentes a familia do fator transformador de crescimento 3 (TGF- B).
Somente em 1993 foi identificada a sua presencga em liquido folicular e mais tarde, em
2002, foi sugerido como marcador de reserva ovariana. E produzido pelas células da
granulosa dos foliculos pré-antrais pequenos, principalmente naqueles com menos de
5 mm, tornando-se indetectavel nos maiores de 10 mm de diametro. Existem poucos
dados acerca dos niveis de AMH nas meninas pré-puberes: acredita-se que esteja
indetectavel antes do nascimento e em niveis muito baixos até os 14 anos de idade.
Estima-se que ocorra aumento até um platd aos 25 anos, voltando a ser indetectaveis
na menopausa (SEIFER et al., 2002; BROER et al., 2011; DEWAILLY et al., 2014).

La Marca et al. (2006) estudaram os niveis séricos deste horménio em 20
mulheres com uma média de idade de 22 anos, durante um ciclo menstrual normal.
Observaram que os valores de AMH se mantinham quase constantes durante o ciclo,
com pequenas variagdes, nao estatisticamente significantes. Este achado consolidou
o que foi encontrado por Fanchin et al. (2005) e Fleming et al. (2015), em reviséo
sistematica, sugerindo a possibilidade de se obterem amostra do AMH para avaliagao
da reserva ovariana em qualquer dia do ciclo.

Kissel et al. (2014) analisaram a variabilidade biolégica do AMH em ciclos
menstruais regulares e anovulatorios de mulheres eumenorreicas. Em estudo de
coorte prospectivo com 259 mulheres entre 18 e 44 anos observaram a flutuagao dos
niveis de AMH intra-ciclo. Concluiram que, apesar de haver diferenca de medidas de
acordo com o periodo estudado, nao era forte o suficiente para alterar a classificacao
do nivel da reserva ovariana.

Estudo prospectivo com 336 pacientes em ciclo de FIV demonstrou que AMH
e idade foram os unicos preditores de nascido vivo em mulheres com mais de 35 anos,
enquanto o numero de embrides de boa qualidade era o unico preditor nas com menos
de 35 anos (LEE et al., 2009).

A TABELA 1 resume as principais diferengas entre os testes de reserva
ovariana FSH basal e AMH.
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TABELA 1 - COMPARAGCAO ENTRE OS TESTES DE RESERVA OVARIANA FSH BASAL E AMH.

FSH BASAL AMH

Local de secregao Adenohipdfise Células da granulosa
de foliculos pré-antrais
€ antrais pequenos

Indicador de reserva Tardia Precoce
ovariana na linha temporal

Momento da coleta 2° ao 4° dia do ciclo Qualquer dia do ciclo

Necessidade de outra Estradiol basal Nenhuma
dosagem concomitante

Variabilidade entre ciclos Alta Baixa
Sensibilidade para alta Nenhuma Alta
resposta (risco de Sindrome

de hiperestimulo ovariano)

Sensibilidade para baixa Moderada Moderada
resposta ao estimulo

Especificidade para alta Nenhuma Alta
resposta

Especificidade para baixa Alta Alta
resposta

Metodologia Automatizada (1h) ELISA (6h)
Custo Baixo Alto

FONTE: Adaptado de TONER; SEIFER (2013).

Revisao sistematica de 20 trabalhos com 2.392 pacientes, concluiu que o AMH
foi o melhor marcador da resposta ovariana em ciclos estimulados para tratamento de
reproducao assistida, quando comparado a volume ovariano, FSH, estradiol, inbina B
e idade. Os valores de corte do AMH em predizer mas respondedoras variaram de 0,1
ng/mL a 1,26 ng/mL (LA MARCA et al., 2010).

Toner e Seifer (2013) descreveram que niveis séricos de AMH entre 0,2 e 0,7
ng/mL geralmente resultaram na obteng¢ao de 3 ou menos foliculos em ciclos de FIV.
Também reforgaram que qualquer valor abaixo de 1,0 ng/mL resultou em numero
limitado de odcitos em qualquer tratamento de reproducgao assistida, indicando abrir
uma discussao com a paciente sobre a janela de oportunidade para conceber
diminuida.

Estudo randomizado com 348 mulheres submetidas a ciclo de FIV onde se
comparou os métodos de anadlise de reserva ovariana AMH e CFA para definicdo da
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dose de FSH no estimulo ovariano controlado mostrou que o numero de odcitos
captados e embrides foram maiores no grupo onde o marcador era o AMH. Desta
forma, este teste seria 0 mais importante para definir a dose da medicacao utilizada
no protocolo (LAN et al., 2013).

Broer et al. (2011), em estudo prospectivo de 11 anos com 257 mulheres
normo-ovulatérias entre 21 e 46 anos de idade mostraram importante correlagao entre
AMH como marcador de reserva ovariana e preditor de idade da menopausa.
Posteriormente, o AMH foi descrito em revisao sistematica, como sendo o melhor teste
de reserva ovariana disponivel para uso em estratégias de tratamento de infertilidade.
Foi demonstrando que poderia estar indetectavel cerca de 5 anos antes da
menopausa, indicando esgotamento dos foliculos primordiais (BROER et al., 2014;
ESHRE, 2015).

Tarasconi et al. (2017) realizaram analise de dados de prontuarios de 1.060
pacientes que engravidaram apos FIV. Foram constituidos 3 grupos de mulheres de
acordo com a idade: abaixo de 33 anos, entre 34-36 anos e mais de 37 anos. Dentro
de cada grupo, elas mulheres foram subdivididas de acordo com o AMH sérico entre
baixo (<1,60 ng/mL), médio (1,61-5,58 ng/mL) e alto (5,60-35,00 ng/mL). Eles
concluiram que, possivelmente, a relacdo entre os niveis de AMH e resultados do
tratamento sdo independentes da idade e numero de odécitos obtidos. Sugeriram ainda
que baixos niveis de AMH podem ser reflexos da deficiéncia folicular na producéo do
horménio e, por conseguinte, a presenga de odcitos incompetentes. Também
comparam a taxa de aborto nas diferentes faixas de AMH sérico. Observaram
significativa maior incidéncia naquelas com mais de 34 anos e AMH <1,6 ng/ ng/mL.
Assim, este estudo levanta a hipétese de que a baixa reserva ovariana poderia estar
associada com qualidade oocitaria ruim como causadora de aborto.

La Marca et al. (2017) analisaram resultados de FIV/ICSI de 578 pacientes e
1.814 blastocistos submetidos a PGS. Estudaram a correlacéo entre idade da mulher,
AMH e numero de odcitos maduros com taxa de aneuploidias. Observaram que,
independente da idade, 0 aumento da reserva ovariana de acordo com o AMH estava
associado com aumento da taxa de embrides normais. Havendo maior numero de
od6citos maduros, aumentou a probabilidade de ter pelo menos um embrido normal,
sendo que a taxa de euploidia ndo alterava com esta variavel. Sugeriram que o AMH
poderia ser marcador ndo s6 quantitativo, mas também qualitativo de reserva

ovariana.



28

2.2.3 Avaliagao da reserva ovariana pelo CFA

A avaliagdo ultrassonografica de volume ovariano e numero de foliculos antrais
se tornou ferramenta importante para mensuracéo da reserva ovariana ja no final da
década de 90. Nesta época, ja observaram que os foliculos antrais, em particular os
pequenos (<5 mm), sdo a expressdo anatdmica da variavel bioquimica do AMH.
Assim, surgiram varios trabalhos na literatura utilizando a CFA, menores de 10 mm de
diametro, para predizer a resposta ovariana nos tratamentos de reprodugao assistida.
Uma metanalise abrangendo 27 estudos comparou o volume ovariano com a
contagem dos foliculos antrais na predicdo da reserva ovariana, mostrando que a CFA
pode ser considerada como primeira escolha para estima-la antes de uma fertilizacao
in vitro em pacientes mas respondedoras ao estimulo ovariano controlado
(HENDRIKS et al., 2007).

Jayaprakasan et al. (2010) sugeriram, em estudo prospectivo com 135
mulheres em programacgao de tratamento de reprodugéao assistida, que valor de CFA
< 10 teria alta sensibilidade e especificidade para predizer ma resposta ao estimulo
(93 e 88%, respectivamente), sendo este o ponto de corte ideal.

Mutlu, Erdem e Erdem (2013) correlacionaram niveis de AMH, FSH basal e
CFA de 192 pacientes submetidas a FIV/ ICSI com numero de odcitos obtidos e taxas
de nascido vivo. Descreveram que o melhor parametro isolado como preditor de ma
resposta ovariana ao estimulo era CFA. O ponto de corte para resposta ovariana
considerada normal foi de CFA 5,5 (sensibilidade de 89% e especificidade de 87%) e
AMH > 0,94 ng/ml (sensibilidade de 71% e especificidade de 85%). Quando a paciente
apresentava dados abaixo destes valores a probabilidade de sucesso gestacional foi
de 5,6%, aproximadamente 5,4 vezes abaixo do encontrado no grupo com pelo menos
um dos dados dentro da normalidade, independentemente da idade. Nestas
situacdes, as pacientes apresentavam menos de 40 anos.

Entretanto, para se considerar o CFA como ferramenta de avaliagao de reserva
ovariana, é importante salientar que sofre influéncia da experiéncia do observador e
da qualidade da imagem obtida. Sugere-se ainda, que a reprodutibilidade inter e intra-
observador seja analisada com cautela ao se considerar esta uma medida quantitativa
de reserva ovariana (JAYAPRAKASAN et al., 2007). Além disso, pode apresentar

grande variabilidade inter-ciclo e em mulheres com sobrepeso e obesidade, bem como
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reducao no seu valor quando ela estiver em uso de anticoncepcional (FLEMING et al.,
2015).

Todos os marcadores de reserva ovariana tém suas limitagdes e devem ser
analisados com cuidado. Certamente tém seu valor prognostico em tratamentos de
reproducgao assistida. O Indice Preditor de Resposta Ovariana (ORPI), por exemplo, é
um teste que engloba niveis de AMH, CFA e idade da paciente. Descrito inicialmente
em 2012 por OLIVEIRA et al, pode ser usado como ferramenta muito util na definicdo
de dose de gonadotrofinas no estimulo ovariano.

Entretanto, apresentar teste de reserva ovariana anormal ndo deveria afastar
ou indicar um determinado tratamento, nem tampouco excluir a possibilidade de
gravidez. Mas pode ser um guia em busca na melhor opg¢éao terapéutica da infertilidade
(ASRM, 2015).

2.3 QUALIDADE OOCITARIA

A qualidade dos odcitos € muito importante nos tratamentos de FIV/ ICSI visto
que esta relacionada diretamente a normalidade do desenvolvimento embrionario e
ao potencial de implantacéo. Defeitos nessas células podem levar a consequéncias
como auséncia de fertilizacdo, bloqueio na clivagem, falha de implantagéo ou aborto
esponténeo (SERHAL et al., 1997; EBNER et al., 2003).

Diferentes marcadores de maturagdo nuclear e citoplasmatica tém sido
avaliados na tentativa de se predizer a qualidade oocitaria. Como principal marcador
de maturagao nuclear, tem-se analise da morfologia do fuso meidtico e ocorréncia da
extrusdo do segundo corpusculo polar. Para analise da maturidade citoplasmatica
destacam-se a redistribuicdo e remodelamento de organelas. Esta avaliagdo pode
ser invasiva ou nao, sendo o estudo da morfologia oocitaria técnica indcua e pratica
com grande aplicabilidade. Entretanto, esta no¢ao de que a qualidade oocitaria pode
ser deduzida pela morfologia é controversa (SERHAL et al., 1997; EBNER; MOSER;
TEWS, 2006; BRAGA et al., 2013).

Dal Canto et al. (2017) avaliaram a associacdo entre dismorfismo
citoplasmatico oocitario e alteragdes cromossémicas do gameta. Foram classificados
170 odcitos maduros quanto a apresentagao de granulagao citoplasmatica, agregados
de reticulo endoplasmatico ou citoplasma normal. Apos fixagao, foram analisadas as

caracteristicas do spindle e o arranjo cromossémico. Esta € uma técnica de avaliagao
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de qualidade oocitaria invasiva que inutiliza o odcito apdés sua fixagcdo. Como
resultado, observaram que os odécitos com as alteragdes citoplasmaticas citadas
apresentavam significativa maior proporgdo de anormalidade de citoesqueleto e
numero de cromossomos. A importancia deste estudo esta na confirmagao de que a
avaliagao morfolégica dos odcitos, técnica simples e inécua, apresenta fidelidade com
parametros de qualidade oocitaria.

Para avaliagdo do odcito é necessaria denudacédo com retirada do cumulus
oophorus e das células da corona radiata. Apds isso, consegue-se definir a
maturidade oocitaria com a identificagdo do primeiro corpusculo polar e a morfologia
oocitaria analisando as caracteristicas da zona pelucida, do espacgo perivitelinico e do
citoplasma (DONADIO et al., 2012; ESHRE, 2017). A FIGURA 4 mostra um odécito

antes e depois do processo de denudacéo.

FIGURA 4 - OOCITO MADURO COM O CUMULUS OOPHORUS (A) E APOS A SUA REMOGAO
PELO PROCESSO DE DENUDAGAO (B).

Um odcito considerado com boa morfologia tem forma arredondada, unico
corpusculo polar intacto, zona pelucida clara e de espessura adequada, espaco
perivitelinico pequeno, citoplasma homogéneo, transparente e sem granulagdes ou
inclusdes (ESHRE, 2017), conforme demonstrado na FIGURA 5.
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FIGURA 5 - ESTRUTURA DO OOCITO HUMANO MADURO

Zona pelicida

Citoplasma
Corplsculo polar

Espaco perivitelinico

No estagio que precede a maturagdo, o odcito tem um nucleo relativamente
grande, chamado de vesicula germinativa, que possui um arranjo cromossémico
diploide (46 cromossomos). Nesta fase € chamado de odcito imaturo ou Pl. Sob
estimulagcao hormonal pelo LH in vivo, a meiose € reiniciada e a estrutura do nucleo é
alterada. Ainda é considerado imaturo, mas denominado MI. A membrana nuclear
desaparece, 0os cromossomos migram para a periferia e ocorre a extrusdo do primeiro
corpusculo polar, que contém metade dos cromossomos (23). O ciclo meidtico &
bloqueado e o odécito permanece em metafase Il. Nesta fase, o odécito é classificado
como maduro ou simplesmente MIl. Este processo € denominado maturagao nuclear
do odcito (ALBUQUERQUE et al., 2012).

A FIGURA 6 mostra imagens de odcitos nos estagios de maturidade nuclear
Pl, Ml e Mil.

FIGURA 6 - IMAGENS DE OOCITOS IMATUROS (PI E M) E MADURO (MIl). A SETA
REPRESENTA A VESICULA GERMINATIVA.
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A formagao do primeiro corpusculo polar é fator prognéstico e revela que o
gameta teve maturagao nuclear completa, isto €, mostra um conjunto haploide de
cromossomos (DONADIO et al., 2012).

O numero de odcitos com anormalidades aumenta em mulheres acima de 40
anos, o que pode estar relacionado com mais alteragées cromossdémicas e contribuir
com a formagdo de embrides aneuploides (LASIENE et al., 2009).

As alteragbes da morfologia oocitaria podem ser classificadas em 2 tipos
basicos: citoplasmaticas e extracitoplasmaticas. A presenga de inclusdes
citoplasmaticas pode significar imaturidade citoplasmatica, que influenciaria na
fertilizacdo e desenvolvimento embrionario. Na literatura ainda n&o existe uma
padronizacdo em se definir e conceituar as granulagdes citoplasmaticas sendo
nomeadas em granulagbes, granulagdes centrais, granulagcbes homogéneas ou
granulagdes heterogéneas, o que torna dificil uma avaliacdo dos dados. Em relagao
as inclusdes citoplasmaticas (vacuolos, corpos refrateis e agregados do reticulo
endoplasmatico) os dados também sdo pouco claros. Foi descrito que presenga de
inclusdes citoplasmaticas, citoplasma escuro, com fragmentos ou vacuolos interfere
negativamente na taxa de fertilizagao, gerando também embrides de pior qualidade e
consequentemente menor taxa de gravidez (XIA, 1997; LOUTRADIS et al., 1999).

Serhal et al. (1997), estudaram a correlagédo entre alteragao citoplasmatica
oocitaria e resultados de ciclos de ICSI em 106 pacientes com um total de 982 odcitos
analisados. Encontraram um total de 85% em estagio de metafase Il. Destes, 64%
tinham citoplasma normal, 19% granulagdo excessiva e 17% inclusdes
citoplasmaticas, vacuolos ou corpos refrateis. Nao houve diferenca estatistica na taxa
de fertilizagdo entre os odcitos com citoplasma normal e alterado. Porém, a clivagem
embrionaria e taxa de gravidez foi diferente entre os grupos. Enquanto 24% das
pacientes com odécitos normais engravidaram, apenas 3% das com od6citos
apresentando alguma alteragao citoplasmatica teve resultado positivo.

Mikkelsen e Lindenberg (2001), em estudo retrospectivo onde se comparou a
qualidade oocitaria de mulheres com e sem sindrome de ovarios policisticos, num total
de 264 odcitos analisados, mostraram que a presenga de anormalidades
citoplasmaticas estava associada com menores taxa de clivagem embionaria e
numero de embrides de boa qualidade. Relataram ainda que alteracdes do espaco
perivitelinico poderiam estar relacionadas a exocitose prematura dos granulos

corticais, sugerindo citoplasma pds-maduro no momento da ICSI.
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Balaban e Urman (2006), sugeriram que as alteragdes extracitoplasmaticas
poderiam ser consideradas apenas como variagdes resultantes da heterogeneidade
dos odcitos. Ja as alteragdes citoplasmaticas como granulagdes e vacuolos deveriam
ser consideradas como critérios de viabilidade do odcito.

Posteriormente, Balaban et al. (2008), em estudo com 5.292 embrides,
correlacionaram a taxa de sobrevivéncia embrionaria ao congelamento de acordo com
a qualidade oocitaria. Analisaram as anormalidades extracitoplasmaticas de forma
agrupada e observaram que a presenga dessas nao interferia no desenvolvimento
embrionario. Demonstraram que a sobrevida do embrido apoés o
congelamento/descongelamento e seu desenvolvimento até o estagio de blastocisto
ndo era afetada se fosse originado de od6cito com uma uUnica alteragao
extracitoplasmatica. Porém, embrides derivados de odécitos com vacuolos no
citoplasma ou granulagdo central nao tinham potencial de desenvolvimento a
blastocistos de boa qualidade. Sugeriram que estas anormalidades citoplasmaticas
poderiam ser reflexo de alteragdes genéticas, epigenéticas ou defeitos de
metabolismo do odcito.

Setti et al. (2011), descreveram em metanalise compreendendo 14 estudos
num total de 3.688 ciclos de ICSI que a probabilidade de fertilizacdo é
significativamente reduzida pela presenca de corpusculo polar grande, espaco
perivitelinico aumentado, corpos refrateis ou vacuolos. Outras alteracbes na

morfologia oocitaria ndo demonstraram diferencas nos resultados de ICSI.

2.3.1 Dose de gonadotrofinas e qualidade oocitaria

O impacto do protocolo de estimulagao ovariana em resultados de FIV e ICSI
€ discutido na literatura (SETTI et al., 2011). Em revisdo com uma série de casos de
tratamentos de reproducao assistida com mais de 650.000 pacientes, Baker et al.
(2015), concluiram que a dose de gonadotrofina utilizada apresentou correlacao
negativa com taxa de nascido vivo, independente da causa da infertilidade em
mulheres com até 35 anos. Entretanto, esta relacdo nao ficou evidente acima desta
idade ou nos casos de baixa resposta (1-5 odcitos captados). Com isso, foi sugerido

que doses diarias acima de 300 Ul de gonadotrofinas, ou um total de 3000 Ul ao longo
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do estimulo ovariano, ndo seriam recomendadas para mulheres jovens ou com
reserva ovariana normal. Porém ressaltaram que, neste estudo, ndo foram analisados
dados de AMH ou CFA das pacientes, por se tratar de uma série de casos ocorridos
entre 2004 e 2012, onde FSH basal era o determinante da dose de medicacao
utilizada no estimulo ovariano.

Bosch et al. (2016), em artigo de revisdo, mostraram o efeito adverso dose-
dependente do FSH neste tipo de tratamento em animais relacionado a odcitos e
embrides de baixa qualidade. Porém, em humanos, concluiram que as pesquisas sao
limitadas e pouco conclusivas. Quando comparados ciclos naturais com estimulados,
nao houve diferenga entre clivagem embrionaria e taxa de aneuploidia oocitaria ou
embrionaria. Quanto as diferentes doses utilizadas no estimulo ovariano, descreveram
estudos com resultados semelhantes. Do ponto de vista quantitativo, sugeriram que,
caso haja piora no resultado reprodutivo com altas doses de FSH utilizadas, seja
devido ao recrutamento de odcitos de ma qualidade e nao consequéncia da

medicagado em si.
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3 OBJETIVOS

« Verificar a existéncia de associacdo entre reserva ovariana pelos métodos de
avaliacdo FSH basal, AMH e CFA com qualidade oocitaria de acordo com

maturidade e morfologia em mulheres com até 35 anos submetidas a EOC.

+«» Verificar a existéncia de associagao entre dose de FSH/HMG usada na EOC em
mulheres com até 35 anos e qualidade oocitaria, de acordo com maturidade e

morfologia.



36

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PACIENTES

Foi realizado um estudo retrospectivo com analise de dados de prontuarios de
pacientes inférteis submetidas a EOC para fertilizagao in vitro com odcitos préprios
pela técnica de ICSI na Androlab — Clinica e Laboratério de Reproducdo Humana e
Andrologia (Curitiba/PR - Brasil), entre maio de 2012 e junho de 2016, e elaborado no
Programa de Pds-Graduagao do Departamento de Tocoginecologia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Foram incluidas no trabalho pacientes entre 18 e 35 anos e como critérios
clinicos de exclusdo os seguintes fatores confundidores da analise de reserva
ovariana: uso de anticoncepcional hormonal ou terapia de reposicdo hormonal nos
ultimos 30 dias da avaliacdo da reserva ovariana, historico de radioterapia pélvica ou
quimioterapia, ooforectomia e/ou ooforoplastia, endocrinopatias (sindrome de ovarios
policisticos, hiperprolactinemia, hipopituitarismo), doengas auto-imunes, doengas
genéticas identificadas pela clinica sendo confirmados por cariétipo da paciente.
Casos que apresentavam dados incompletos no prontuario como falta de resultados
de exames foram excluidas da analise.

As pacientes foram classificadas com reserva ovariana normal quando FSH
basal < 10 mlU/mL, AMH= 1,2 ng/mL ou CFA=10. Aquelas com valores acima para
FSH basal e abaixo dos descritos para AMH e CFA eram consideradas com reserva
ovariana baixa.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal do Parana sob o numero CAAE 51021715.9.0000.0096 (ANEXO 1) e as

pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE1).

4.2 AVALIACAO DA RESERVA OVARIANA

A avaliagcado da reserva ovariana foi realizada através da dosagem de FSH
basal, AMH e CFA.
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4.2.1 Dosagem sérica de FSH basal

A amostra de sangue utilizada para a dosagem sérica de FSH basal foi coletada
por acesso venoso no 2° ou 3° dias do ciclo menstrual, centrifugada a 3.500 rpm por
10 minutos para separagao do soro e a dosagem processada no mesmo dia. A analise
foi feita por quimioluminescéncia automatizada pelo mesmo laboratério com o
equipamento Immulite 2000, Siemens®, sendo os resultados apresentados em

mlU/mL e o limite maximo de deteccédo 170 mlU/mL.

4.2.2 Dosagem sérica de AMH

A amostra de sangue para a dosagem sérica de AMH foi realizada em qualquer
fase do ciclo menstrual da paciente, sendo coletada por acesso venoso, centrifugada
a 3.500 rpm por 10 minutos e o soro armazenado congelado a -20°C até a realizagao
da analise. A medida foi feita por enzimaimunoensaio AMH Gen |l ELISA Beckman
Coulter® no mesmo laboratério sendo os resultados apresentados em ng/mL. O limite
de detecgao foi de 0,01 ng/mL com coeficiente de variagao inter e intra-ensaio de 5,4%

e 5,6% respectivamente.

4.2.3 Contagem de Foliculos Antrais

Foram coletadas anotagdes de prontuario de contagem de foliculos antrais
onde que todas as medidas foram feitas pelo mesmo observador (V.M.S.N.), sendo
utilizado o aparelho de ultrassonografia Toshiba, Nemio Istyle®, Japan, com o
transdutor endovaginal de 7,5 MHz.

Como protocolo descrito pelo servigo, foram considerados foliculos antrais
aqueles visibilizados e medidos com tamanho entre 2-8 mm por ultrassonografia
transvaginal no 2° ou 3° dia da menstruagao, sendo a CFA a somatéria dos foliculos

encontrados nos dois ovarios.
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4.3 PROTOCOLO DE ESTIMULACAO OVARIANA E DOSE DE FSH/HMG
UTILIZADA

As pacientes incluidas no estudo foram submetidas a protocolo de inducéo de
ovulagdo com gonadotrofinas (FSH - Folitrofina beta, Puregon®, Organon,
Ravensburg, Alemanha; Alfafolitropina, Gonal®, Merck Serono, Bari, ltalia;
Urofolitrofina Humana, Fostimon®, UCB, Lamone, Sui¢a; e/ou HMG — Menotropina,
Menopur®, Ferring, Kiel, Alemanha) em dose individualizada conforme protocolo da
instituicdo de acordo com idade, reserva ovariana e quantidade de odcitos pretendida,
variando de 150 a 300 Ul/dia. A dose de FSH diario de 150 Ul era usada pelas
mulheres sem desejo de congelamento de odcitos e/ou embrides excedentes ou
quando tinham risco de sindrome de hiperestimulo ovariano. As pacientes com
reserva ovariana normal para a idade usavam a dose de FSH diario de 225 Ul. Quando
tinham historico de ma resposta a estimulo anterior e/ou diagndstico de baixa reserva
ovariana (FSH basal = 10 mlU/mL, AMH < 1,2 ng/mL e/ou CFA < 10), utilizava a dose
de FSH diario de 300 Ul. A partir do 6° dia de estimulo ovariano, o FSH era substituido
pelo uso de HMG na mesma dose. No levantamento dos dados foi considerado dose
de FSH/ HMG utilizada no tratamento a somatdria destes medicamentos durante todo
o periodo do estimulo em unidades internacionais (Ul).

Foi feito controle ultrassonografico seriado e o bloqueio ovariano com
antagonista do GnRH, acetato de ganirelix 0,25mg/dia (Orgalutran®, Organon),
iniciado quando visualizados mais de dois foliculos 214mm. A captagao oocitaria foi
realizada via vaginal guiada por ultrassonografia com a paciente sob sedacédo apos
35-36 horas do uso de hCG urinario 5.000 Ul (Choriomon®, UCB, Lamone, Suiga) ou
recombinante (Ovidrel®, Merck Serono, Bari, Italia), tendo este sido aplicado quando

observado trés ou mais foliculos maiores que 18 mm.

4.4 ANALISE MICROSCOPICA DOS OOCITOS

Para analise dos odcitos, seguia-se no servico o protocolo onde o liquido
folicular era colhido em tubos de ensaio e depositado sobre uma placa 100x100mm

(Falcon®) para, assim, o complexo odécito-corona-cumulus ser identificado sob visao
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do microscopio estereoscopico (modelo SMZ800, NIKON®) no aumento de 1x, com
uma platina de aquecimento a 37°C. Os odcitos encontrados eram separados, com o
auxilio de uma pipeta Pasteur estéril de vidro (Origio®), do conteudo folicular e
acondicionados em uma placa de 4 pogos (Nunc®) contendo 2 mL de meio para
manipulacdo de gametas MHM (Multipurpose Handling Medium, IrvineScientifc®) na
parte externa onde os o6citos foram lavados primeiramente e 0,5 mL
de MHM suplementado 15% com SSS (Serum Substitute Supplement,
IrvineScientifc®) na parte interna coberto com 0,5 mL de 6leo mineral (Light Mineral
Oil, IrvineScientifc®) onde os odécitos eram deixados até o final da aspiragao folicular
(REDLARA, 2006).

Ao fim da captacdo, os odcitos encontrados passavam pelo processo de
denudacao quimica. Este procedimento era realizado com a solugao de enzima
hialuronidase a 80% (IrvineScientifc®) que teve por finalidade auxiliar na separagao
das células da granulosa do odcito. Em uma placa plana grande eram feitas 2 gotas
de 25mL de hialuronidase no centro e de 4 a 8 gotas de cerca de 500uL de MHM 15%.
A quantidade de gotas dependeu da quantidade de odcitos: 4 gotas para até 10
oocitos e 1 gota a mais para cada 5 odcitos. Com a pipeta estéril, os odcitos foram
passados nas 2 gotas de solugdo de hialuronidase por 15 segundos em cada,
sugando e expelindo-os com delicadeza, e imediatamente apds, foram lavados em
meio MHM suplementado 15% para total retirada da enzima. Os odcitos foram
incubados a 37°C com 8% de CO:2 por 1 hora em placa contendo 1mL de meio de
cultura CSC (Continuous Single Culture, IrvineScientifc®) 15% suplementado com
SSS coberto com 1mL de 6leo mineral. A segunda etapa da denudacao, agora
mecanica, era realizada com um capilar de 135 pym de didametro acoplado a
pipetadora Stripper (Origio®), finalizando a limpeza do odcito, sugando e expelindo
cada um com a pipeta, cuidadosamente, para ndo os danificar e separando-os
totalmente das células do cumulus (REDLARA, 2006).

Os od6citos eram entdo incubados por mais 3 horas em meio de cultura CSC
suplementado com 15% de SSS coberto com 1mL de 6leo mineral até a ICSI.
Imediatamente antes do momento da ICSI rotineiramente foram realizadas imagens
fotograficas dos odcitos com a utilizagdo do microscépio invertido (Nikon Eclipse TI-
S®), sob aumento de 200x para analisar o citoplasma e verificar a maturagéo
oocitaria nuclear (REDLARA, 2006).
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Foram analisadas imagens arquivadas de todos os odcitos por uma mesma
embriologista (K.F.D.T.) e a classificagdo da qualidade oocitaria foi feita de acordo
com a maturidade e morfologia. Os odcitos Pl e M| foram considerados imaturos e os
MII maduros. Quanto a morfologia, identificou-se presenga ou nao de alteragbes na
forma, zona pelulcida, citoplasma e espaco perivitelinico. Alteragées no corpusculo

polar foram identificadas como sendo do espaco perivitelinico.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das variaveis quantitativas foram descritos por média, mediana
e desvio padrdo da média. Variaveis categoricas foram descritas por frequéncias e
percentuais. Para a comparagao entre grupos definidos pelo AMH (<1,2 ou = 1,2
ng/mL), CFA (<10 ou = 10) ou FSH basal (<10 ou = 10 mlU/mL) foi usado o teste t de
Student para amostras independentes (idade e dose de FSH/HMG) ou o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney (numero de odcitos maduros e FSH basal). Para
analisar a correlacao entre a dose de FSH/ HMG utilizado e o numero de odcitos
maduros foram estimados coeficientes de correlagdo de Spearman. Para avaliagao
da associacdo entre variaveis relativas a paciente e variaveis relativas a oodcito,
considerando-se a estrutura hierarquica dos dados (odcitos dentro de pacientes),
foram ajustados modelos univariados de regressao logistica multinivel, definindo-se
oocito como nivel 1 e paciente como nivel 2. A significancia das variaveis foi avaliada
pelo teste de Wald e a medida de associacao apresentada foi a odds ratio (OR) com
respectivos intervalos de confianga de 95%. Valores de p<0,05 indicaram significancia
estatistica. Os dados foram analisados com o programa computacional Stata v.14

(Stata Corporation, College Station, Estados Unidos).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS DAS PACIENTES
ESTUDADAS

Dos 534 casos de ICSI com odcitos préprios realizadas no periodo
estabelecido, foram incluidas no estudo 49 pacientes totalizando 348 odcitos
analisados. Foram excluidas 182 pacientes por terem mais de 35 anos, 259 por

critérios clinicos e 44 por dados incompletos no prontuario (FIGURA 7).

FIGURA 7 - FLUXOGRAMA DAS PACIENTES INCLUIDAS NO ESTUDO.
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A TABELA 2 representa os dados epidemioldgicos avaliados na amostra como
caracteristicas biométricas das pacientes, dosagens hormonais, CFA, dose de
FSH/HMG total utilizada durante o estimulo ovariano e classificacdo oocitaria de
acordo com a maturidade.
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS DAS PACIENTES, DOSAGENS HORMONAIS, CFA, DOSE DE
FSH/HMG TOTAL UTILIZADA DURANTE O ESTIMULO OVARIANO E
CLASSIFICACAO OOCITARIA DE ACORDO COM A MATURIDADE.

Média* Mediana
Idade (anos) 31,1+ 3,3 31
IMC (Kg/m?) 232+25 22,9
Tempo de infertilidade 29123 2
(anos)
CFA (n) 11,7167 10
FSH basal (mIU/mL) 7,4+27 6,5
AMH (ng/mL) 1,9+1,6 1,4
Dose de FSH/HMG (Ul) 2245 £ 614 2145
Maturidade oocitaria*
Ml 55+34 5
MI 1,5+1,8 1
Pl 08+1,3 0

*Os valores representam a média + desvio padrdo da média
¥Numero de odcitos por paciente
n=49

Em relacdo a etiologia da infertilidade das pacientes do estudo, a TABELA 3
mostra a distribuicdo percentual sendo identificado a maioria com fator masculino

isoladamente ou nao.

TABELA 3 - ETIOLOGIA DA INFERTILIDADE DAS PACIENTES DO ESTUDO (N=49).

Etiologia da infertilidade N %
Masculino 17 34,7
Masculino + Ovulatério 4 8,1
Masculino + Endometriose 1 2,1
Masculino + Tubario + Ovulatério 3 6,1
Homoafetividade 5 10,2
Ovulatorio 7 14,3
Endometriose 4 8,2
Tubario 2 41
Endometriose + Ovulatério 2 4,0
Ovulatorio + Tubario 1 2,1
Sem causa aparente 3 6,1

Total 49 100,0
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Quando a reserva ovariana baixa foi definida de acordo com FSH basal = 10
mIU/mL foram identificadas nove pacientes neste grupo, correspondendo a 18,4% do
total. Quando a classificagéo foi por apresentar AMH <1,2ng/mL, foram 19 pacientes
(38,8%). Ao considerar CFA como marcador de baixa reserva ovariana, 23 pacientes
(46,9%) pertenciam a este grupo.

Pode-se observar a diferente distribuicdo em grupos de acordo com a reserva
ovariana em normal ou baixa de acordo com FSH basal, AMH ou CFA no GRAFICO
1.

GRAFICO 1 - CLASSIFICAGCAO DAS PACIENTES EM GRUPOS DE ACORDO COM A RESERVA
OVARIANA EM NORMAL OU BAIXA* DE ACORDO COM FSH BASAL, CFA OU AMH.
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5.2 ASSOCIAGAO ENTRE A RESERVA OVARIANA DE ACORDO COM O FSH
BASAL E OUTRAS VARIAVEIS RELATIVAS A PACIENTE

Com o aumento de pouco mais de dois anos na idade da paciente (média de
30,6 para 33 anos), foi evidenciado diferenga significativa entre ter FSH basal normal
ou ndo com p= 0,047 (TABELA 4 e GRAFICO 2). Além disso, aquelas que tinham FSH
basal normal apresentaram uma média maior no numero de odcitos maduros

comparado as com FSH elevado, sendo 6,2 e 2,4 respectivamente (p< 0,001). Nao foi
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observado diferenca estatistica entre a dose de FSH/HMG utilizada no estimulo entre
os dois grupos de pacientes (GRAFICO 2).

TABELA 4 - ANALISE DESCRITIVA DO NUMERO DE OOCITOS MIl, DOSE DE FSH/HMG
UTILIZADA NO ESTIMULO OVARIANO, DOSAGENS SERICAS DE FSH E IDADE DA
PACIENTE DE ACORDO COM O FSH BASAL.
FSH¥ N Média¢€ Mediana  Valor de p*
Odcitos MII =10 9 24+1,3 2,0
<10 40 6,2+3,3 6,0 <0,001
Dose de FSHHMG =10 9 20221564 2250
<10 40 22961621 2123 0,231
Idade =10 9 33,0£2,5 34,0
<10 40 30,6+3,3 31,0 0,047

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para nimero de oécitos Mll e FSH; teste t de
Student para idade e dose de FSH/HMG.

€ 0s numeros representam a média £ desvio padrdo da média do numero de odcitos Mil,
dose de FSH/HMG utilizada em Ul e idade em anos.

¥ Valor em mlU/mL.

n

=49

GRAFICO 2 - RESULTADOS DE NUMERO DE OOCITOS MIl E DOSE DE FSH/HMG UTILIZADA
NO ESTIMULO OVARIANO DE ACORDO COM O FSH BASAL. A LINHA CORRESPONDE AO
VALOR DA MEDIANA (n=49).
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5.3 ASSOCIAGAO ENTRE A RESERVA OVARIANA DE ACORDO COM O AMH E
OUTRAS VARIAVEIS RELATIVAS A PACIENTE

Quando a reserva ovariana das pacientes foi classificada em normal e baixa

de acordo com o AMH, foi observado diferenga estatistica no numero de odcitos Ml
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obtidos sendo maior no grupo com reserva ovariana normal (p<0,001). A média do
FSH basal destas pacientes foi menor, assim como a idade, com p<0,001 (TABELA 5
e GRAFICO 3). N&o houve diferenca estatistica entre a média de dose de FSH/ HMG

utilizada pelas pacientes no estimulo ovariano entre os dois grupos (GRAFICO 4).

TABELA 5 - ANALISE DO NUMERO DE OOCITOS MIl, DOSE DE FSH/HMG UTILIZADA NO
ESTIMULO OVARIANO, DOSAGENS SERICAS DE FSH BASAL E IDADE DA
PACIENTE DE ACORDO COM O AMH.

AMH¥ N Média€ Mediana  Valor de p*
Oécitos M| <12 19 33%19 3,0

>12 30 7,033 6.5 <0,001
Do e <12 19 2421+677 2300

>12 30 2134554 2025 0,112
FSH <12 19 88t2.4 8,9

212 30 6526 5,8 <0,001
dade <12 19 333t1.9 340

>12 30 29632 31,0 <0,001

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para nimero de odcitos MIl e FSH; teste t de
Student para idade e dose de FSH/HMG.
€ 0s numeros representam a média £ desvio padrdo da média do numero de odcitos Mil,
dose de FSH/HMG utilizada em Ul, FSH basal sérico em mlU/mL e idade em anos.

¥ Valor em ng/mL.

n=49

GRAFICO 3. RESULTADOS DE NUMERO DE OOCITOS MIl E DOSE DE FSH/HMG UTILIZADA NO
ESTIMULO OVARIANO DE ACORDO COM O AMH. A LINHA CORRESPONDE AO VALOR DA

154

i

MEDIANA (n=49).

5000 4

40004

—_ -
e
E’ 104 * = 3 : "
ﬁ ::: % ; * :H‘ :H.
- [ —.;.-i—
-"g . T B 20004 vt Ll 3
b b4 e hEE O - "‘*'Ir:H‘
(m} * EhEE
B 1000 4 * -k
*HEEE S i
- -
a T T a T T
=12 =12 <12 212
AbdH [mgfril] AbdH [ngfml]



46

5.4 ASSOCIAGAO ENTRE A RESERVA OVARIANA DE ACORDO COM A CFAE
OUTRAS VARIAVEIS RELATIVAS A PACIENTE

Quando o nivel de reserva ovariana foi definido de acordo com a CFA,
observou-se maior quantidade de odécitos Mll obtidos e menor média de FSH basal no
grupo com reserva ovariana normal (TABELA 6 e GRAFICO 4). N&o houve diferenca
estatistica na média de dose de FSH/ HMG utilizada pelas pacientes entre os dois
grupos (GRAFICO 4).

TABELA 6 - ANALISE DESCRITIVA DO NUMERO DE OOCITOS MIl, DOSE DE FSH/HMG
UTILIZADA NO ESTIMULO OVARIANO, DOSAGENS SERICAS DE FSH E IDADE DA
PACIENTE DE ACORDO COM A CFA.

CFA¥* N  Média¢ Mediana  Valor de p*

Oécitos Ml <10 23 3423 2

>10 26  7,443,0 7 <0,001
Egstle’,\eAG <10 23 21924597 2100

>10 26 2293638 2145 0,571
FSH <10 23 8533 8,2

>10 26 6.4%16 6,0 0,021
dade <10 23 32,526 33

>10 26 208433 31 0,002

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para numero de odcitos Mll e FSH; teste t de
Student para idade e dose de FSH/HMG.

€ 0s numeros representam a média + desvio padrdo da média do numero de odcitos Mil,
dose de FSH/HMG utilizada em Ul, FSH basal sérico em mIU/mL e idade em anos.

¥ CFA = contagem de foliculos antrais, n.

n=49
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GRAFICO 4. RESULTADOS DE NUMERO DE OOCITOS Mil E DOSE DE FSH/HMG UTILIZADA NO
ESTIMULO OVARIANO DE ACORDO COM A CFA. A LINHA CORRESPONDE AO VALOR DA
MEDIANA (n=49).
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5.5 AVA!_IAQAO DA CORRELAQAO ENTRE DOSE DE FSH/HMG UTILIZADA NO
ESTIMULO OVARIANO E NUMERO DE OOCITOS MII.

Na TABELA 7 sao apresentados os valores estimados dos coeficientes de
correlacdo de Spearman entre dose de FSH/HMG utilizada no estimulo ovariano e
numero de odcitos MIl obtidos considerando-se todas as pacientes e restringindo-se
a pacientes com AMH<1,2 ng/mL, com AMH = 1,2 ng/mL, CFA<10, CFA =10, FSH<10
mlU/mL e FSH=10 mlU/mL. Nao houve diferenca entre a dose total de FSH/HMG
utilizada no tratamento subdividindo as pacientes de acordo com os parametros de
reserva ovariana.

TABELA 7 - AVALIAGAO DA ASSOCIACAO ENTRE DOSE E NUMERO DE OOCITOS Mil DE
ACORDO COM O PARAMETRO DE RESERVA OVARIANA UTILIZADO*.

Coeficiente de correlagéo

N Valor de p
de Spearman
Todas as pacientes 49 0,07 0,611
FSH<10 40 0,02 0,885
FSH=10 09 0,41 0,275
AMH<1,2 19 0,38 0,104
AMH=1,2 30 0,18 0,337
CFA<10 23 0,08 0,725
CFA210 26 0,08 0,696

“Valores de AMH em ng/mL, FSH em mlU/mL e CFA em numero. N=49
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5.6 AVALIACAO DA ASSOCIAQAO, ENTRE A RESERVA OVARIANA DA
PACIENTE E QUALIDADE OOCITARIA

De acordo com a TABELA 8, o valor baixo de AMH apresentou associagao
significativa com a probabilidade de ter odcito imaturo (OR 3,3; IC 1,2-8,8; p= 0,017).
Quando a reserva ovariana da paciente foi classificada pelo FSH basal, a OR estimada
foi de 4,4 (IC 1,2-15,5; p= 0,023) indicando que a chance de uma paciente com FSH
= 10mIU/mL ter odcito imaturo € igual 4,4 vezes a chance de uma paciente com FSH
< 10mlU/mL. A elevacgao de cada unidade a mais de FSH basal houve um acréscimo
de 23% de chance de ela ter oocito imaturo (OR 1,23; IC 1,0-1,5; p= 0,040).

Quando a paciente apresentou reserva ovariana baixa de acordo com a CFA
foi observado aumento no risco de ter oécitos de forma anormal (OR 2,9; IC 1,1-7,6;
p= 0,035).

Considerando a reserva baixa pelo AMH, o risco de apresentar odcitos com
alteracao no espago perivitelinico foi significativamente maior (OR 3,0; IC 1,2-7,6; p=
0,018). Resultado semelhante foi encontrado em relagdo a presenca de alteragao
citoplasmatica oocitaria, sendo 5,3 vezes maior neste grupo comparado ao com
reserva ovariana normal (OR 5,3; IC 1,7-16,7; p= 0,004).

Nao foi observado relacao significativa entre a presenca de alteragdo na zona
pelucida e as variaveis de reserva ovariana estudadas.

A variacao na idade da paciente nao apresentou associacao significativa com

os parametros de qualidade oocitaria utilizados.
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TABELA 8 - AVALIAGAO DA ASSOCIAQAO ENTRE VARIAVEIS RELATIVAS A PACIENTE E
QUALIDADE OOCITARIA.

Variavel OR IC95%  Valor de p*
Odcito imaturo Idade 1,1 09-1,3 0,151
FSH 1,2 1,1-15 0,040
AMH <1,2 3,3 1,2-8,8 0,017
CFA <10 1,2 04-35 0,704
FSH 210 4.4 1,2-15,5 0,023
Dose FSH/HMG ** 0,8 0,5-1,2 0,329
Forma anormal Idade 1,1 0,9-1,3 0,356
FSH 1,1 09-14 0,281
AMH <1,2 2,3 0,8 -6,8 0,127
CFA <10 29 1,1-7,6 0,035
FSH 210 1,5 0,3-6,6 0,625
Dose FSH/HMG ** 0,9 0,6-1,4 0,770
Zona pelucida anormal Idade 1,1 0,7-1,6 0,696
FSH 1,4 0,8-24 0,282
AMH <1,2 2,4 0,2-33,6 0,517
CFA <10 1,3 0,1-16,7 0,830
FSH =210 2,0 0,1-69,2 0,703
Dose FSH/HMG ** 2,1 0,7-6,3 0,193
Espaco perivitelinico anormal |dade 1,1 1,0-1,3 0,176
FSH 1,1 0,9-1,3 0,340
AMH <1,2 3,0 1,2-7,6 0,018
CFA <10 1,9 0,8-4,9 0,160
FSH 210 1,1 0,3-4,3 0,831
Dose FSH/HMG ** 1,0 0,7-14 0,978
Citoplasma anormal Idade 1,1 09-1,4 0,182
FSH 1,4 1,1-1,8 0,006
AMH <1,2 53 1,7-16,7 0,004
CFA <10 2,1 0,6 -7,1 0,224
FSH =210 3,3 0,6-16,7 0,150
Dose FSH/HMG ** 1,5 09-24 0,110

*Modelo de Regressédo Logistica Multinivel, p<0,05. FSH: hormdnio foliculo estimulante; AMH:

horménio anti-mulleriano; CFA: contagem de foliculos antrais; HMG: gonadotrofina menopausica

humana.
**A cada 500 UlI.

***Os dados apresentados estdo em mIU/mL para FSH basal, ng/mL para AMH, em anos para idade,

em numero para CFA e em Ul para dose de FSH/HMG utilizada.

n=49
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5.7 MORFOLOGIA OOCITARIA: FREQUENCIA DE NORMALIDADE E IMAGENS
DE OOCITOS ALTERADOS

Foi identificado pelo menos um tipo de alteragdo da morfologia em 86,2% dos
oocitos. Na TABELA 9 pode ser verificado a quantidade de oécitos normais, bem como

o percentual, de acordo com os critérios morfolégicos analisados individualmente.

TABELA 9 - NUMERO DE OOCITOS NORMAIS DE ACORDO COM A MORFOLOGIA. N= 348

Odcitos normais (%) IC 95%
Forma 326 (93,7) 91,1-96,2%
Zona pelucida 98 (28,2) 23,4-32,9%
Espago perivitelinico 156 (44,8) 39,6-50,1%
Citoplasma 252 (72,4) 67,7-77,1%

As FIGURAS 8, 9 e 10 mostram algumas das imagens obtidas dos odcitos

das pacientes estudadas, sendo que a seta representa uma alteragao.

FIGURA 8 - IMAGENS DE 0O0CITOS ANORMAIS: ALTERACAO DE CITOPLASMA CORPOS
REFRATEIS (A), ESPACO PERIVITELINICO AUMENTADO (B) E FORMA OVALADA (C).
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FIGURA 9 - IMAGENS DE OOCITOS ANORMAIS: ZONA PELUCIDA ESPESSA(A), QORPUSCULO
POLAR FRAGMENTADO (B) E ESPACO PERIVITELINICO COM GRANULACOES (C).

FIGURA 10 - IMAGENS DE OOCITOS~ COM ALTERAC}AOﬂNO CITOPLASMA: VACUOLOS (A),
ALTERACAO NA COLORACAO (B), GRANULACAO CENTRAL ESCURA (C).
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6 DISCUSSAO

Em geral, espera-se que uma mulher jovem apresente odcitos de boa
qualidade. Tradicionalmente, quando se oferece uma determinada taxa de sucesso
em tratamentos de reproducido assistida estas sdo as consideradas de melhores
resultados (REDLARA, 2012). Porém, este estudo sugere que mulheres com até 35
anos submetidas a EOC possam apresentar qualidade oocitaria ruim, através da
presencga de alteragdo de morfologia e maturidade, quando apresenta alteragdo nos
parametros de reserva ovariana. Assim, € muito importante este tema como pesquisa
para auxiliar no melhor prognostico reprodutivo tanto em tratamentos de reproducgéao
assistida como na programacao de gestacao natural pelas mulheres.

De acordo com os dados da FIGURA 7, infere-se que 65,9% das pacientes
que realizaram ICSI naquele servico médico no periodo estudado apresentavam
menos de 35 anos. Muitas destas foram excluidas do estudo por critérios clinicos
(73,6%), o que é justificado considerando que para analise de reserva ovariana sao
necessarios critérios rigorosos excluindo fatores confundidores como histérico de
ooforoplastia/ ooforectomia, doengas enddcrinas e sindrome dos ovarios policisticos.
Noutros casos, infelizmente algumas pacientes ndo apresentavam no prontuario
resultados de exames como o AMH dentre outros importantes para avaliagcdo da
reserva ovariana, sendo entdo excluidas do estudo. Acreditamos que um grande
limitador para a realizagao deste exame foi o econémico, visto que n&o tinha cobertura
pelos convénios de saude suplementar e ndo era realizado pela rede publica no Brasil.
Porém, acreditamos que com a redug¢ao no custo praticado pelos laboratorios a sua
realizacao sera mais frequente facilitando novos estudos como este.

Quando as pacientes foram classificadas em apresentar reserva ovariana
normal ou baixa de acordo com os testes considerados, foram evidenciados
resultados heterogéneos. Apenas nove pacientes (18,4%) foram classificadas com
reserva ovariana baixa em relacédo ao FSH basal (GRAFICO 1). Esta proporgéo foi
muito diferente quando o parametro utilizado foi o AMH (n=19; 38,8%) ou CFA (n=23;
46,9%). Estes achados sao diferentes da expectativa de se encontrar até 24% das
mulheres com potencial para baixa resposta ao estimulo (ESHRE, 2015). Porém,
ressalta-se que no presente estudo as pacientes com alta reserva ovariana, como as
com sindrome dos ovarios policisticos tdo comum em mulheres jovens, foram

excluidas da analise neste estudo.
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Varios estudos tém demonstrado que FSH basal € marcador tardio de reserva
ovariana, o que também pode explicar esta diferengca nos resultados encontrados
(NIPPITA; BABER, 2007; ESHRE, 2015; AMANVERMEZ; TOSUN, 2016). Foi
observado maior quantidade de odcitos imaturos e anormais em mulheres com
reserva ovariana baixa de acordo com o AMH mesmo com niveis de FSH normal,
demonstrando que este isoladamente pode ndao ser um bom indicador de qualidade
oocitaria.

Em artigo do comité da Associagdo Americana de Medicina Reprodutiva
(ASRM, 2015), foi demonstrado que o FSH basal tem alta especificidade para predizer
baixa resposta ao estimulo ovariano com obtencao de 2 a 3 foliculos para valores
maiores que 10 mlU/mL, além de alta sensibilidade para probabilidade de conceber.
Nesse sentido, quando elevado sugere que a paciente tem mau progndstico
reprodutivo, mas sem importancia clinica quando em niveis normais. Ainda de acordo
com o comité, somente AMH e CFA seriam bons marcadores de reserva ovariana
para predizer resposta ovariana ao estimulo hormonal bem como gravidez. O ponto
de corte para considerar baixa reserva ovariana seria de 10 mlU/mL para FSH,
0,7ng/mL para AMH e 10 para CFA. Porém, segundo os autores, ndo ha consenso na
literatura que exista correlagao entre estes valores e qualidade oocitaria. No presente
estudo, utilizando mesmo ponto de corte para FSH basal e CFA, mas mais rigorosos
para AMH, evidenciamos que houve diferenga na morfologia dos odcitos de acordo
com a reserva ovariana em mulheres jovens.

Em artigo de revisdo sobre reserva ovariana, Amanvermez e Tosun (2016)
descreveram que a combinagcdo de FSH e estradiol basal pode ser usada para
screening de redugdo de reserva ovariana, mas que o nivel de estradiol isoladamente
nao deveria ser utilizado como parametro de prognéstico reprodutivo. Também indica
que AMH e CFA séao testes preditores importantes para identificacdo precoce da
diminui¢cdo da reserva ovariana antes que chegue a niveis criticos. No nosso estudo,
a média de FSH basal para valores de reserva ovariana baixa de acordo com AMH foi
de 8,8 + 2,4 mlU/mL (p<0,001), conforme TABELA 5. Este dado chama a atencgéo,
considerando que a piora do resultado reprodutivo € descrita na literatura com FSH
basal >10 mIU/mL (SCOTT et al.,, 1989; TONER et al., 1991; KATZ-JAFFE et al.,
2013). Assim, de acordo com o0s nossos dados, o ponto de corte de FSH basal para
definicdo de baixa reserva ovariana que impacte em alteragcao oocitaria poderia ser

menor.
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Estima-se que 60 a 80% dos odcitos obtidos apds hiperestimulagado ovariana
em ciclos de FIV/ICSI possam apresentar alguma alteracdo morfolégica e que seria
proporcional ao numero de odécitos obtidos e a dose hormonal utilizada, talvez também
pelo recrutamento de odcitos que seriam naturalmente excluidos (EBNER et al., 2003;
COTA et al., 2012). No nosso estudo, 86,6% dos odcitos apresentavam pelo menos
uma alteracdo morfoldgica dentre as pesquisadas, sendo que 6,3% tinham alteragao
de forma, 27,6% de citoplasma, 55,2% de espacgo perivitelinico e 71,8% de zona
pelucida. Esta proporgéo elevada de odcitos anormais pode ser decorrente da maior
quantidade de mulheres com reserva ovariana baixa no presente estudo comparado
a populacéao geral, dado que precisa ser interpretado com cautela.

Foi obtido maior quantidade de odcitos maduros nas pacientes com reserva
ovariana normal considerando os trés testes utilizados. Este € um achado importante
lembrando que o odcito imaturo apresenta conteudo cromossémico diploide e,
portanto, ndo esta apto a ser fertilizado normalmente (ALBUQUERQUE et al., 2012).

Nao houve diferenga entre os grupos na dose total utilizada de FSH/HMG
durante o estimulo ovariano assim como aumento de risco de alteragdo da morfologia
oocitaria considerando esta variavel. Desta forma, pode-se pressupor que a
quantidade de medicagdo usada nas pacientes deste estudo nao teria impacto
significativo na qualidade oocitaria, o que poderia confundir a analise.

Broer et al. (2013) descreveram em metanalise de 28 estudos que o maior
preditor de gravidez foi a idade. Concluiu ainda que AMH e CFA nao contribuiam com
qualquer informacao em predizer gravidez em ciclos de FIV. Porém, ndo houve
discussdo em relagdo a mulheres jovens com baixa reserva ovariana. NO nosso
estudo, foi observado diferencga significativa na qualidade oocitaria destas mulheres,
mesmo sendo jovens (TABELA 8). Para variagbes na idade, ndo houve maior
proporcao de alteragcdo nos marcadores de qualidade oocitaria, mas quando as
pacientes foram classificadas pelos testes de reserva ovariana evidenciou-se
diferengcas importantes. Pacientes com baixa reserva pelo AMH diferiram
significativamente daquelas com reserva normal (AMH=1,2 ng/mL) quanto a
probabilidade de ter odcito imaturo (OR 3,3; IC 1,2-8,8; p= 0,017). A cada unidade a
mais de FSH basal houve um acréscimo de 23% na chance de a paciente apresentar
oocito imaturo (OR 1,23; IC 1,0-1,3; p= 0,040), risco aumentado que também ficou
evidenciado quando a paciente tinha reserva ovariana baixa por este marcador (OR
4.4;1C 1,2-15,5; p= 0,023).
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Associacao semelhante foi observada em relagéo a probabilidade de a paciente
apresentar oécitos com citoplasma anormal. A cada acréscimo de unidade no FSH
basal sérico representou aumento de 42% de chance de apresentar este tipo de
alteracdo oocitaria (p= 0,006). No mesmo sentido, considerando reserva ovariana
baixa de acordo com o AMH, as pacientes apresentaram um risco 5,3 vezes maior de
ter odcito com citoplasma anormal (OR 5,3; IC 1,7-16,7; p= 0,004). Estes achados
mostram que o AMH é que um forte marcador de qualidade oocitaria, visto que
alteracbes de citoplasma sdo consideradas as principais impactantes no desfecho
embrionario e potencial implantacional (BALABAN; URMAN, 2006; BRAGA et al.,
2013). Além disso, que alteragcbes pequenas no valor de FSH basal impactam na
qualidade do citoplasma oocitario mesmo nas pacientes consideradas como tendo
reserva ovariana normal por este marcador. Desta forma, pensando no potencial
reprodutivo da mulher, seria arriscado aguardar que ela apresente um resultado
anormal de FSH basal para inclui-la em grupos de mau progndstico.

Corrobora com esta analise o estudo prospectivo com 327 pacientes
submetidas a FIV e biopsia de blastocistos de Katz-Jaffe et al. (2013). Nele, foi
avaliada a taxa de aneuploidia encontrada nos grupos definidos de acordo com a
reserva ovariana. Quando a paciente apresentava FSH basal maior que 10mUI/ mL
e/ou AMH < 1,0 ng/mL era considerada de baixa reserva ovariana. Como resultado, o
grupo com alteragdo nos testes de reserva ovariana teve uma proporgédo maior de
embrides aneuploides (66% comparado com 51,7% no grupo de reserva normal;
p<0,05). Os piores resultados foram encontrados no grupo com alteracdo nos dois
testes, FSH e AMH, chegando a 77,2% de alteracdo cromossémica embrionaria.
Quando tinha apenas alteracdo no AMH a taxa de aneuploidia foi de 58,8%.

Pacientes com reserva ovariana normal pelo CFA apresentaram maior
quantidade de odcitos maduros no nosso estudo (p<0,001). Porém, o nivel de CFA
nao esteve associado as principais alteragdes da morfologia oocitaria. Apesar da
baixa reserva por este marcador ter indicado risco de 2,9 vezes maior de ter odcitos
de forma alterada (IC 1,1-7,6; p= 0,035), quando a reserva ovariana das pacientes foi
classificada pelo FSH ou AMH, nao foi observado relagdo com este tipo de alteragao
oocitaria. A maioria dos estudos ndo encontra uma associagao entre as alteragdes na
forma dos odcitos e os resultados da fertilizagéo in vitro, sugerindo que este possa
nao ser um achado importante (BALABAN et al., 2008; SETTI et al., 2011; COTA et
al., 2012).
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Xia (1997), demonstrou que odcitos com espago perivitelinico normal
apresentavam uma taxa de fertilizagdo maior (60,3% quando normal e 37,5% quando
aumentado) e desenvolvimento embrionario melhor. As pacientes do nosso estudo
com reserva ovariana baixa de acordo com o AMH, apresentaram maior associagao
com ocorréncia de alteragdes no espaco perivitelinico (OR 3,0; IC 1,2 -7,6; p= 0,018).
Desta forma, este achado poderia impactar em pior resultado reprodutivo neste grupo
de pacientes.

Brodin et al. (2013) divulgaram a correlacdo positiva entre AMH e taxa de
nascimento apos tratamento de reproducdo assistida (FIV/ICSI) em estudo
prospectivo com 892 pacientes com meédia de idade de 36 anos. Assim, valores acima
de 0,84 ng/mL foram encontrados com maior frequéncia nas mulheres que
engravidaram. Descreveram que nao houve gravidez em mulher com AMH <0,2 ng/mL
independentemente da idade. Porém, nao foi discutido o valor de AMH de acordo com
a idade da mulher.

Pils et al. (2016), investigaram a hipotese de associacdo da baixa reserva
ovariana como causa de aborto recorrente. Nas pacientes sem causa identificada da
perda gestacional foi observado média mais baixa de AMH (1,2 ng/mL) comparado
aquelas com causa identificada (2,0 ng/mL). A média de idade das pacientes nos dois
grupos foi a mesma, 33 anos. Isto reforga a possibilidade de associacdo de baixa
reserva ovariana com ma qualidade oocitaria mesmo em mulheres jovens. Tarasconi
etal. (2017), tiveram conclusdes semelhantes, sugerindo que a baixa reserva ovariana
de acordo com o AMH possa estar associada a maior taxa de aborto dentro de uma
mesma faixa etaria em pacientes submetidas a FIV.

Considerando que a qualidade espermatica € também ponto importante na
taxa de fertilizacao e desenvolvimento embrionario e que 61 % das pacientes deste
estudo apresentavam fator masculino de infertilidade isoladamente ou nao, optamos
por ndo avaliar a taxa de fertilizagao dos odcitos e resultados gestacionais. Para isso,
S0 necessarias pesquisas com casais sem causa masculina de infertilidade
associada.

Outra limitagao da nossa pesquisa foi a impossibilidade de uma analise critica
de reprodutibilidade intra-observador para o CFA, visto se tratar de estudo
retrospectivo e coleta apenas de dados de prontuarios sem disponibilidade de
imagens ecograficas dinamicas, este pode ser um viés de deteccédo. Para tanto,

sugerimos serem necessarios estudos prospectivos para avaliacdo da associagao do
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CFA como ferramenta de avaliagdo da reserva ovariana em mulheres jovens com
qualidade oocitaria.

Apesar das limitagées descritas acima, este estudo sugere que a idade da
mulher isoladamente pode ndo ser um reflexo de qualidade oocitaria boa ou ruim
quando submetidas a EOC. Desta forma, a simples correlagéo entre idade da mulher
e taxa de sucesso em tratamentos de reproducao assistida pode nao ser fiel quando
se trata de pacientes com reserva ovariana baixa com até 35 anos. Nesse sentido,
levantamos a discussao da importancia da investigagado da reserva ovariana com a
paciente mesmo jovem, pensando num melhor planejamento reprodutivo e buscando
esclarecer aquelas com risco de insuficiéncia ovariana prematura, por exemplo,
quanto ao seu melhor momento biolégico para engravidar. Assim, ndo s6 o efeito
deletério da idade, mas a presenca de baixa reserva ovariana seria aspecto
importante na educagao e maior conscientizagado do planejamento reprodutivo da

mulher.
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7 CONCLUSOES

+ Houve associacdo entre reserva ovariana e qualidade oocitaria, de acordo com
maturidade e morfologia, em mulheres com até 35 anos submetidas a EOC:

e Apresentaram mais odcitos imaturos quando tinham FSH basal = 10
mlU/mL ou AMH < 1,2 ng/mL;

e A elevacdo de cada unidade no nivel sérico de FSH basal esteve
relacionada a maior risco de ter odcito com citoplasma anormal.

e AMH < 1,2 ng/mL esteve associado a maior risco de alteracao de
citoplasma e espaco perivitelinico; e

e Mulheres com CFA < 10 apresentaram maior risco de ter oécitos com

forma anormal.

+» Na&o houve associag¢ao entre dose de FSH/HMG usada na EOC em mulheres com

até 35 anos e qualidade oocitaria, de acordo com maturidade e morfologia.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDC

Nos. Viviane Margareth Scantamburlo Niehues e Jaime Julak Junior, pesquisadores
da Universidade Federal do Parana, estamos te convidando a participar de um estudo
intitulado  ““ESTUDO COMPARATIVO DA QUALIDADE OOCITARIA E TAXA DE
FERTILIZACAO EM PACIENTES INFERTEIS JOVENS COM RESERVA OVARIANA
NORMAL E BAIXA SUBMETIDAS A ICSP". Neste estudo, seréo coletados dados do seu
prontudrio clinico como idade do casal, tempo e causa de infertilidade, resultados de
exames laboratoriais e de imagem (ecografias), resultados obtidos com a fertilizagéo in
vitro realizada (qualidade dos 6vulos e da fecundagao, qualidade de embrido, e eventual
gestacdo e parto).

Existem poucos estudos cientificos que avaliam a qualidade dos odvulos e
fecundacao em mulheres jovens com baixa reserva ovariana (poucos 6vulos para a idade).

O objetivo desta pesquisa é avaliar se as mulheres jovens com poucos oOvulos
apresentam a mesma ou diferente qualidade dos 6vulos e taxa de fecundagao.

A pesquisadora responsavel por este estudo, Viviane Margareth Scantamburlo
Niehues, médica ginecologista, podera ser contatada na Rua Bom Jesus, 758, Bairro
Juvevé, Curitiba —PR, ou pelos telefones (41) 333522544/ (41) 99433400, de segunda a
sexta-feiras de 8 as 17h para esclarecer eventuais duvidas que) possa ter e fornecer-lhe as
informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode
contatar Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CEP/HC/UPFR pelo Telefone
3360-1041. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos e néo
cientificos que realizam a reviséo ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para
manté-lo seguro e proteger seus direitos.

A sua participacéo neste estudo é voluntaria e se vocé néo quiser mais fazer parte
da pesquisa podera desistir a qualquer momento e sclicitar que Ihe devolvam o termo de

consentimento livre e esclarecido assinado.

Rubricas:
Participante da Pesquisa e /ou responsavel legal

Pesquisador Responsdvel ou quem aplicou o TCLE
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As informagtes relacionadas ao estudo poderdo conhecidas por pessoas
autorizadas (orientador e pesquisador). No entanto, se qualquer informacéao for divulgada
em relatério ou publicacéo, isto sera feito sob forma codificada, para que a sua identidade
seja preservada e seja mantida a confidencialidade.

Quando os resultados forem publicados, ndo apareceré seu nome, e sim um codigo.

Eu, i esse

termo de consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei
em participar. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacao a qualquer
momento sem justificar minha e fui informado que minha participag&o sera sem custos ou
ganhos financeiros para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

{Nome e Assinatura do participante da pesquisa ou responsavel legal)

Local e data

(Somente para o responsavel do projeto;

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste participante ou representante legal para a participagao neste estudo.

(Nome e Assinatura do Pesquisador ou quem aplicou o TCLE!

Local e date

’\W\\@JA’W\OCW
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ANEXO 1 - CARTAS DE APROVAGAO DO CEP

HOSPITAL DE CLINICAS DA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA - HCUFPR

[CEPYHC/UEPR

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo comparativo da qualidade oocitéria e taxa de fertilizagdo em pacientes inférteis
jovens com reserva ovariana normal e baixa submetidas a ICSI.

Pesquisador: Viviane Margareth Scantamburlo Niehues

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 51021715.9.0000.0096

Institui¢do Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.461.359

Apresentagdo do Projeto:
ESTUDO COMPARATIVO DA QUALIDADE OOCITARIA E TAXA DE FERTILIZAGAO EM PACIENTES
INFERTEIS JOVENS COM RESERVA OVARIANA NORMAL E BAIXA SUBMETIDAS A ICSI.

Objetivo da Pesquisa:
Comparar a qualidade oocitaria e taxa de fertilizagédo de pacientes inférteis jovens com reserva ovariana
normal e baixa submetidas a ICSI.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

Quanto ao risco néo se aplica, visto se tratar de estudo retrospectivo.

Quanto aos beneficios, seréd de importante valia na ampliagéo dos conhecimentos acerca da baixa reserva
ovariana em mulheres inférteis jovens. Nao se sabe ao certo se o fato de apresentarem menor quantidade
de odcitos, a qualidade destes pode ser comparada a de mulheres com idade avangada. Desta forma,
poderemos estimar a real taxa de sucesso naquele grupo num tratamento de Fertilizagio Assistida.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trabalho retrospectivo avaliagdo laboratorial e de dados clinicos que interessam ao estudo de fertilidade e
reproducdo assistida.

. Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181
Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-900
{ UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO “§ 2
PARANA - HCUFPR

[CEP/HC/UFPR

Continuagao do Parecer: 1.461.359

Consideragbes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
O presente trabalho preenche todos os termos de apresentagéo obrigatorias.

Recomendacgodes:

E obrigatério trazer ao CEP/HC uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi aprovado,
para assinatura e rubrica. Apos, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficard com o pesquisador e uma para
o participante da pesquisa.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Apo6s avaliagao dos objetivos ndo foi observado infragdo ética na presente pesquisa.

Pesquisador atendeu a pendéncia do CEP, projeto considerado aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, manifesta
-se pela aprovagdo do projeto conforme proposto para inicio da Pesquisa. Solicitamos que sejam
apresentados a este CEP, relatérios semestrais sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes
relativas as modificagdes do protocolo, cénce!amento, encerramento e destino dos conhecimentos obtidos.
Manter os documentos da pesquisa arquivado.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatorios 'semestrais dos
pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente a pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informag@es Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 621951.pdf 23:29:42
Recurso Anexado |recurso_carta_de_encaminhamento_do | 01/03/2016 | Viviane Margareth Aceito
pelo Pesquisador _pesquisador_ao_CEP.pdf 23:29:14 | Scantamburlo

Niehues
Declaragao de qualificacao_de_todos_os_pesquisadore| 16/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores s.doc 13:42:07 | Scantamburlo

Niehues
Declaragéo de carta_orientador0001.pdf 16/11/2015 | Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores 13:39:19 | Scantamburlo

Niehues

! Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-900
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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Projeto Detalhado / |projeto_mestrado_viviane_msniehues_2| 16/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Brochura 015comite2.doc 13:36:51 | Scantamburlo
Investigador Niehues
Declaragédo de demostrativo_infraestrutura0001.pdf 16/11/2015 | Viviane Margareth Aceito
Instituicéo e 13:35:27 | Scantamburlo
Infraestrutura Niehues
Folha de Rosto folha_de_rosto0001.pdf 16/11/2015 | Viviane Margareth Aceito
13:34:32 | Scantamburlo

Niehues
TCLE / Termos de  [termo_de_consentimento_projeto.doc 11/11/2015 | Viviane Margareth Aceito
Assentimento / 22:56:37 |Scantamburlo
Justificativa de Niehues
Auséncia
Declaracdo de Termo_de_compromisso_para_utilizaca [ 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores o_de_dados.pdf 22:56:14 | Scantamburlo

Niehues
Declaracéo de Termo_de_Confidencialidade.pdf 11/11/2015 | Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores 22:55:47 | Scantamburlo

Niehues
Declaragéo de Declaracao_de_uso_especifico_do_mat| 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores erial.pdf 22:54:58 |Scantamburlo

Niehues
Declaragéo de Termo_de_Responsabilidade_com_a_P| 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores esquisa.pdf 22:54:23 | Scantamburlo

Niehues
Declaragao de Concordancia_das_Unidades_e_Servico| 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Instituicdo e s_envolvidos.pdf 22:53:33 | Scantamburlo
Infraestrutura Niehues
Declaragéo de Declaracao_de_tornar_publico_os_resul| 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores tados.pdf 22:52:48 | Scantamburlo

Niehues
Declaragéo de Declaracao_de_compromisso_dos_pesq| 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores uisadores.pdf 22:52:27 | Scantamburlo

Niehues

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

CURITIBA, 22 de Margo de 2016

Assinado por:

Renato Tambara Filho

(Coordenador)

Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gloria
UF: PR

Telefone:  (41)3360-1041

CEP: 80.060-900

Municipio: CURITIBA

Fax: (41)3360-1041

E-mail: cep@hc.ufpr.br
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- PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ASSOCIAGCAO ENTRE RESERVA OVARIANA E QUALIDADE OOCITARIA EM
MULHERES JOVENS SUBMETIDAS A ICSI

Pesquisador: Viviane Margareth Scantamburlo Niehues

Area Tematica:

Versédo: 3

CAAE: 51021715.9.0000.0096

Instituicdo Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.367.724

Apresentacdo do Projeto:
ASSOCIACAO ENTRE RESERVA OVARIANA E QUALIDADE OOCITARIA EM MULHERES JOVENS
SUBMETIDAS A ICSI

Objetivo da Pesquisa:
Analisar os métodos de avaliagio de reserva ovariana em mulheres inférteis jovens submetidas a ICSl e a
existéncia de associagdo com qualidade oocitaria.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N4o se aplica, considerando que serdo analisados dados de prontuarios.

Beneficios:

Poder esclarecer a paciente quanto as suas taxas de sucesso na ICS| de acordo com sua reserva ovariana
e ndo apenas na idade cronoldgica. Isto implica em qualidade na decis&o terapéutica bem como real
expectativa de sucesso no tratamento proposto.

Metodologia de Analise de Dados:

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo retrospectivo de avaliagéo de prontuario focado em comparar morfologia e qualidade de reservas
ovarias e qualidade de oscitas para FIV.

Emenda:

Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gldria CEP: 80.060-900
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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Continuagao do Parecer: 2.367.724

Atualizagdo dos objetivos, metodologia e analise estatisticas. Solicita também a alteragéo do titulo da
pesquisa.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Os termos foram cumpridos

Recomendagdes:

cumprir o cronograma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
Inadequagdes ou pendéncias ndo observadas

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, manifesta
-se pela aprovagdo da Emenda.

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais sobre o andamento da pesquisa,
bem como informagdes relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos. Manter os documentos da pesquisa arquivados.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatérios semestrais dos
pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente & pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_977558| 17/10/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 22:39:57
Outros Carta_ao CEP_emenda_VMSN.pdf 17/10/2017 |Viviane Margareth Aceito

22:31:22 | Scantamburlo
Niehues
Projeto Detalhado / | projeto_mestrado_viviane_msniehues_2| 17/10/2017 |Viviane Margareth Aceito
Brochura 017emenda.doc 22:30:22 | Scantamburlo
Investigador Niehues
Folha de Rosto Folha_de_rosto2 VMSN.pdf 17/10/2017 | Viviane Margareth Aceito
22:29:22 | Scantamburlo
Niehues

Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-900
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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Continuagdo do Parecer: 2.367.724

-
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Recurso Anexado  |recurso_carta_de_encaminhamento_do [ 01/03/2016 |Viviane Margareth Aceito
pelo Pesquisador _pesquisador_ao_CEP.pdf 23:29:14 | Scantamburlo
Niehues
Declaragéo de qualificacac_de_todos_os_pesquisadore| 16/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores s.doc 13:42:07 | Scantamburlo
Niehues
Declaragao de carta_orientador0001.pdf 16/11/2015 | Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores 13:39:19 | Scantamburlo
Niehues
Declaragéo de demostrativo_infraestrutura0001.pdf 16/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Instituicdo e 13:35:27 | Scantamburlo
Infraestrutura Niehues
TCLE /Termos de  |termo_de_consentimento_projeto.doc 11/11/2015 | Viviane Margareth Aceito
Assentimento / 22:56:37 | Scantamburlo
Justificativa de Niehues
Auséncia
Declaragéo de Termo_de_compromisso_para_utilizaca | 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores o_de_dados.pdf 22:56:14 | Scantamburlo
Niehues
Declaragéo de Termo_de_Confidencialidade.pdf 11/11/2015 | Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores 22:55:47 | Scantamburlo
Niehues
Declaragéo de Declaracao_de_uso_especifico_do_mat | 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores erial.pdf 22:54:58 |Scantamburlo
Niehues
Declaragéo de Termo_de_Responsabilidade_com_a_P | 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores esquisa.pdf 22:54:23 |Scantamburlo
Niehues
Declaragéo de Concordancia_das_Unidades_e_Servico| 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Instituicdo e s_envolvidos.pdf 22:53:33 |Scantamburlo
Infraestrutura Nighues
Declaragéo de Declaracao_de tornar_publico_os_resul| 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores tados.pdf 22:52:48 | Scantamburlo
Niehues
Declaragéo de Declaracao_de compromisso_dos_pesq| 11/11/2015 |Viviane Margareth Aceito
Pesquisadores uisadores.pdf 22:52:27 |Scantamburlo
Niehues
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181
Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-800
| UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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Enderego: Rua Gal. Cameiro, 181

_UFPR - HOSPITAL DE
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA -

CURITIBA, 06 de Novembro de 2017

Bairro: Alto da Gloria

UF: PR
Telefone:

Municipio:
(41)3360-1041

Assinado por:
maria cristina sartor
(Coordenador)

CEP: 80.060-900
CURITIBA

Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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