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Resumo

Introducdo: A pratica clinica mais comum em ciclos de fertilizacdo in vitro é a
transferéncia de embrides a fresco, ou seja, no mesmo ciclo da indugcédo da ovulagao.
Essa estratégia aumenta o risco de sindrome de hiperestimulacdo ovariana e de
desfechos obstétricos e perinatais desfavoraveis, como restricdo de crescimento fetal e
baixo peso ao nascer. Pode ainda alterar a receptividade endometrial e impactar
negativamente nas taxas de implantacdo embriondria. Com a técnica atual de
congelamento embrionario, chamada de Vvitrificacdo, as taxas de sobrevivéncia
embrionaria apds o descongelamento sdo superiores a 90% e as taxas de gravidez
semelhantes a da transferéncia a fresco, especialmente em casos de alta resposta a
indugéo da ovulagdo. A fim de se evitar ou minimizar esses efeitos adversos inerentes
a transferéncia de embrides a fresco, todos os embrides podem ser congelados apés a
inducdo da ovulacdo para descongelamento e transferéncia a posteriori, estratégia
conhecida como freeze-all. Objetivo: Comparar a taxa de gestacao clinica de ciclos de
fertilizac&o in vitro em pacientes com resposta normal a inducdo da ovulacao (4 a 15
ovulos maduros captados por ciclo) que realizaram transferéncia a fresco ou freeze-all.
Métodos: Estudo de coorte retrospectivo, no qual foram analisados prontuarios e
banco de dados de centros privados de reproducdo humana entre os anos de 2013 e
2017 envolvendo mulheres submetidas a tratamentos de fertilizagdo in vitro com
resposta normal a estimulacdo ovariana. Os grupos foram pareados pelo método de
escore de propensdo e balanceados para idade e numero de 6vulos. Resultados:
Foram analisados 3679 ciclos de fertilizacdo in vitro, sendo 3208 ciclos com
transferéncia fresco e 471 ciclos com freeze-all. A média etaria geral foi de 35,26 anos
e 0 numero médio de oOvulos foi de 7,53. As pacientes que foram submetidas a
estratégia de freeze-all eram mais jovens e tiveram mais Ovulos maduros coletados.
Quando pareados para idade da mulher e nimero de 6vulos maduros pelo método de
escore de propensdo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos em relacédo a taxa de gestacao clinica, tendo sido de 32,5% para o Grupo a
Fresco e 32,3% para o Grupo Freeze-all (p=0,936), independente do estagio de
desenvolvimento do embrides transferidos. Conclusdo: Quando ajustado para idade

da mulher e numero de O6vulos obtidos, ndo houve diferenca estatisticamente



significante para as taxas de gravidez clinica entre as pacientes que realizaram

transferéncia a fresco e as que utilizaram a estratégia de freeze-all.

Descritores: Fertilizacdo in vitro; Transferéncia embrionéria; Criopreservacdo; Inducao

da ovulacéo; Sindrome de hiperestimulacdo ovariana



1 INTRODUCAO

1.1 Fertilizagdo in vitro: nUmero de 6vulos e chances de gravidez

O termo fertilizacdo in vitro foi introduzido na Biblioteca Nacional de
Medicina dos Estados Unidos no ano de 1979. E uma técnica de reproducéo assistida
gue consiste na manipulacéo de ovulos e espermatozoides em laboratério com o intuito
de fertilizagdo.®) O primeiro nascimento de fertilizagdo in vitro em humanos aconteceu
em 1978, na Inglaterra. Desde entdo mais de sete milhdes de bebés ja nasceram com
0 uso dessa técnica.?

A partir da década de 80, teve inicio a utilizacdo de drogas para
estimulacdo ovariana, visando a obtencdo de multiplos 6vulos e embrides. O objetivo é
aumentar as chances de gravidez por ciclo e também as chances cumulativas de
gravidez, isto €, somando-se as chances acumuladas em varias transferéncias
utilizando-se embrides oriundos de uma mesma inducéo de ovulagéo.*>

Recente estudo multicéntrico retrospectivo de Polyzos et al. incluiu
dados de quase 15 mil mulheres realizando ciclos de fertilizagdo in vitro. Os autores
demonstraram que a taxa de nascido-vivo aumenta gradativamente de acordo o
namero de 6vulos obtidos com a estimulacdo. Acima de 20 6vulos, embora a chance
de se conseguir um nascido-vivo com a transferéncia embrionéria a fresco comece a

cair, a taxa cumulativa continua a subir.®

1.2 Congelamento de embrides: a técnica de vitrificagao

Para que se possa fazer uso dos embribes excedentes e aumentar a
taxa de gravidez cumulativa é necesséario um bom resultado com o congelamento de
embrides. O primeiro nascimento com embrides descongelados foi em 1983, na
Australia. Durante os 25 anos que se seguiram, a técnica utilizada foi o congelamento
lento, que consistia em utilizar crio protetores em baixa concentracdo e reducgao lenta
da temperatura. O processo envolvia varias etapas, levava horas e demandava uso de
ampla estrutura e equipamentos, como congeladores especificamente programados

para isso.(®



Atualmente a técnica de congelamento embrionario mais utilizada é
a vitrificacdo. Ela consiste no uso de crio-protetores em alta concentracéo e na reducéo
ultrarrapida da temperatura do material biolégico a ser preservado. Desse modo,
forma-se um material espesso que lembra um vidro. E um processo que demanda
poucos materiais e infraestrutura, sendo por isso mais simples do que o congelamento
lento.(®10)

A taxa de sobrevivéncia embrionaria por essa técnica nos dias
atuais € superior a 90%. A taxa de gravidez € semelhante a da transferéncia a fresco,
por volta de 50% por transferéncia embrionaria, em casos de bom progndstico
reprodutivo e com boa resposta a indugdo da ovulagédo.®1-17)

Os excelentes resultados clinicos da vitrificacdo sdo explicados pela
menor formacéo de cristais de gelo intracelulares quando comparado ao congelamento
lento: os cristais de gelo danificam a célula, especialmente o fuso mitético, sendo os
embribes em estagio de blastocisto e os oOvulos, por terem mais adgua em sua
composicdo, os maiores beneficiados por essa técnica.®)

Os bons resultados da vitrificacdo levaram ao aumento do nimero
de transferéncias de embrides descongelados. Pesquisa online realizada com
especialistas de varios paises mostrou que 85,2% das clinicas oferecem transferéncia
de embrides descongelados rotineiramente aos seus pacientes.®

Nos Estados Unidos, por exemplo, o nimero de ciclos realizados
para congelar todos os 6vulos ou embrides sem transferéncia a fresco aumentou de
menos de 10 mil casos em 2007 para 65.840 em 2016, 0 que representou cerca de

25% total de 262.643 ciclos de estimulacdo com coleta de évulos.?®

1.3 Ciclo fresco versus congelamento de todos os embrides (freeze-all)

Embora os resultados de sobrevivéncia ao descongelamento e de
gravidez com o uso de embrides descongelados sejam satisfatorios, a pratica clinica
corrente na América Latina, Europa e Estados Unidos, como se pode observar nos
respectivos reportes nacionais, ainda € transferir embrides a fresco, ou seja, no mesmo
ciclo em que ocorre a estimulacéo ovariana.(®°-22)

A inducdo da ovulagdo dura em meédia 10 dias. Em geral séo

realizados cinco exames de ultrassonografia para controle da ovulagcdo. Os 6vulos séo



coletados 36 horas apos, em ambiente cirargico, com anestesia geral endovenosa. No
mesmo dia da coleta os ovulos séo fertilizados, por fertilizacao in vitro classica (FIV) ou
por injecdo intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI). Os embrides formados séo
cultivados entre dois e sete dias. A transferéncia embrionéaria para o Utero é feita por
via vaginal, em ambiente ambulatorial e guiada por ultrassonografia. De nove a 14 dias
depois ja é possivel saber se o ciclo resultou ou ndo em gravidez. Os embrides
excedentes sdo congelados para o futuro. Nessa estratégia, a proximidade temporal
entre os efeitos da inducdo da ovulagdo com a transferéncia embrionéria pode trazer
impacto negativo na receptividade endometrial e aumentar o risco de sindrome de
hiperestimulacdo ovariana, caso ocorra gravidez. A figura 1 ilustra como essas etapas

estdo concatenadas no ciclo fresco e quais seriam as desvantagens dessa estratégia.

Ciclo fresco

j= === bl Impacto negativo na receptividade endometrial ~ = = = = = = |

o ~ Transferenua
Indugao - OVUIagaO - e -

Criopreservagdo de
embrides excedentes

! -’l Risco mais elevado de sindrome de hiperestimulagéo ovariana |— _____________

As caixas de texto brancas citam as desvantagens da inducdo da ovulagéo sobre a transferéncia
embrionéria a fresco e sobre eventual futura gestacao.
Figura 1. Ciclo de fertiliza¢&o in vitro com transferéncia de embrides a fresco

A realizagdo da transferéncia a fresco pode elevar o risco de
sindrome de hiperestimulacdo ovariana. Essa sindrome ¢é deflagrada pela
gonadotrofina coriénica humana (hCG) oriunda de fonte exdgena e aplicada ao final da
estimulacdo ovariana. Pode ser perpetuada pelo hCG enddgena, produzida pelo tecido
trofoblastico da eventual gestacdo que ird ocorrer no mesmo ciclo caso se transfira os
embrides a fresco. A sindrome de hiperestimulacdo ovariana é uma complicacéo
potencialmente grave, caracterizada pela redistribuicdo de liquido do espaco
intravascular para o extra vascular, podendo levar a ascite, derrame pleural e
pericardico, insuficiéncia renal, respiratéria e cardiaca, eventos tromboembdlicos e
Obito. Embora essa sindrome possa acometer qualquer paciente, € mais comum nas
mulheres até 35 anos, na presenca de ovarios com morfologia policistica, em ciclos

nos quais se utilizou doses de gonadotrofinas exdégenas superiores a 150Ul por dia



para inducédo da ovulacéo e naqueles em se observam mais de 15 foliculos dominantes
(diametro médio superior a 10mm na ultrassonografia pélvica) durante a estimulacéo
ovariana. (@324

Quando a transferéncia é feita a fresco, além do risco de
hiperestimulacdo ovariana, a elevacédo dos niveis de estrogénicos associado ao uso de
indutores da ovulacdo também pode prejudicar a receptividade endometrial e as taxas
de implantacdo embrionaria.(?526)

Portanto, outra vantagem de nao se transferir embrides a fresco
seria um possivel aumento nas chances de gravidez, por permitir a transferéncia de
embrides em ciclo subsequente em endométrio com melhor receptividade.?7:28)

A fim de se evitar ou minimizar esses efeitos adversos da
estimulacdo ovariana, todos o0s embribes podem ser congelados para
descongelamento e transferéncia a posteriori, estratégia conhecida como “freeze-all”.
As etapas iniciais até a formacéo dos embrides seguem como no ciclo a fresco, porém
todos os embrifes sdo congelados. Essa estratégia agrega duas etapas ao tratamento
(preparo de endométrio e descongelamento de embrifes). No ciclo de transferéncia de
embribes descongelados, o preparo de endométrio dura em média 15 dias. Em geral
sao realizados dois exames de ultrassonografia. Quando o endométrio esta pronto, 0s

bY

embrides sdo descongelados e avaliados quanto a sobrevivéncia. A transferéncia
embrionéria para o Utero € feita por via vaginal, em ambiente ambulatorial e guiada por
ultrassonografia, como nos casos de transferéncia a fresco. Nessa estratégia, por
haver necessidade de um novo ciclo de preparo do Utero para receber os embrides,
pode haver aumento do tempo para se chegar a gravidez. Além disso, por agregar uma
etapa de descongelamento, os custos aumentam e ha eventual risco de nao

sobrevivéncia embrionaria apds esse procedimento (Figura 2).(29:30)

Ciclo freeze-all

Congelamento de
Indugéo da ovulagédo - FIV/ICSI - eiles @ ElhEs

|=————————— Aumento do tempo para gravidez e de custos =~ [¢= === === =

Risco de ndo

|

! sobrevivéncia

'_ Preparo de endométrio Descongelamento Transferéncia Gravidez embrionaria
(terapia hormonal ou ciclo natural) de embrides embrionaria

As caixas de texto em branco citam as desvantagens do congelamento e descongelamento de
embrides.
Figura 2. Ciclo de fertilizag&o in vitro com congelamento de todos os embriGes (freeze-all)



1.4 Freeze-all em pacientes com resposta alta a inducéo da ovulacao

O uso da estratégia de freeze-all em pacientes com alta resposta a
inducdo de ovulacdo (mais de 15 oOvulos coletados) ja € recomendacdo corrente na
literatura médica e tem sido utilizado amplamente. O objetivo primario € a prevencgao
da sindrome de hiperestimulacéo ovariana.®1-34)

Em 1999, Ferraretti el al. publicaram um estudo prospectivo
randomizado no qual avaliaram os resultados clinicos de 58 pacientes em ciclos com
freeze-all, nos quais todos os embrides foram congelados em estagio de pré-nicleo
(um dia apoés a fertilizacdo) em comparacdo a 67 pacientes com ciclos frescos. Todas
as pacientes nesse estudo tinham alta resposta: nivel sérico de estradiol no final da
estimulacdo superior a 1500pg/mL e mais de 15 6vulos coletados. Os embriées em
ambos os grupos foram transferidos no estagio de clivagem. As taxas de gravidez e de
nascido-vivo por paciente foram 48,3% e 39,6% no para os ciclos com freeze-all e
46,3% e 38,8% para o ciclo fresco. Em relacdo as taxas de implantacao, 19,3% no ciclo
fresco e 15% no ciclo com freeze-all. Nos casos de transferéncia de embrides
descongelados ndo houve sindrome de hiperestimulagcdo ovariana enquanto no grupo
que fez transferéncia a fresco quatro pacientes desenvolveram a sindrome. Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Esses resultados permitiram
aos autores concluir que congelar todos os embrides em ciclos com alta resposta a
estimulacdo ovariana era uma estratégia eficaz em termos de chance de gravidez e
mais segura na prevencao da sindrome de hiperestimulagdo ovariana. (>

Vyjayanthi et al. publicaram em 2006 uma base de dados
retrospectiva com 5536 pacientes com ciclo fresco e 150 pacientes que congelaram
todos os embrides em estagio de pro-nucleo por risco de sindrome de hiperestimulacao
ovariana. Os resultados de gravidez cumulativa por paciente néo diferiram entre os
grupos. Nesse estudo, ao contrario dos achados de Ferraretti et al. as taxas de
gravidez clinica no Grupo freeze-all foram significativamente menores do que no grupo
fresco, considerando-se apenas a primeira transferéncia: 31,5% versus 41,9%
(p=0,001). Os ciclos incluidos nesse estudo foram realizados entre 1997 e 2001,
mesmo periodo do estudo supracitado de Ferraretti et al. e, por se tratar de uma coorte
com um nuamero de pacientes muito maior, os resultados de Vyjayanthi et al. devem

refletir melhor a realidade do final da década de 90, quando a técnica de



criopreservacdo por congelamento lento era a regra, e 0s resultados de gravidez
inferiores aos obtidos com transferéncias a fresco. Outra diferenca entre os trabalhos &
que no de Vyjayanthi et al. o grupo controle foi constituido de todos os ciclos frescos
realizados no periodo enquanto que o estudo de Ferraretti et al. incluia apenas
pacientes com alta resposta a inducédo. Os autores do estudo concluiram que apesar
da menor taxa de gestacao na primeira transferéncia, as taxas cumulativas de gravidez
nao diferiram entre 0os grupos e que, portanto, a opcdo pelo freeze-all deveria
permanecer para as pacientes com alta resposta devido aos riscos relacionados a
sindrome de hiperestimulacéo ovariana. (@536

Zhou et al., em 2009, publicaram estudo retrospectivo comparando
179 ciclos com embrides em estagio de clivagem congelados pela técnica de
congelamento lento com 1306 ciclos frescos, entre os anos de 2006 e 2008, na China.
O grupo freeze-all era composto por pacientes mais jovens (30,6 + 4,1 anos versus
32,1+ 4,2 anos, nao significante — NS) e com maior nimero de 6vulos coletados
(21+1,0 versus 10,6+ 5,7, p<0,01), e resultou em taxas de gestacdo clinica e de
implantagdo mais altas (63,1% versus 47% e 43,9% versus 26,7%, respectivamente,
p<0,01). A taxa de sobrevivéncia foi de 89,8%, considerada alta para a técnica de
congelamento lento pelos proprios autores do estudo. Apdés a regressdo logistica
multipla para idade e nimero de 6vulos, as diferengas se mantiveram, favorecendo o
grupo freeze-all. A conclusdo dos autores foi que a estratégia de freeze-all aumenta as
chances de implantacgéo e gravidez clinica para pacientes com alta resposta.(©?”

Braga et al. publicaram em 2016 estudo retrospectivo de dados de
um programa de doacdo de 6vulos comparando trés grupos: ciclos nos quais as
pacientes doadoras utilizavam seus proprios oOvulos a fresco e realizavam a
transferéncia de embriées a fresco, ciclos nos quais as receptoras utilizavam évulos
doados a fresco e realizavam a transferéncia de embrides descongelados e um terceiro
grupo, gue recebia 6vulos congelados (banco de 6vulos) e realizavam a transferéncia a
fresco. As taxas de implantacdo foram 37,2+41,1%, 67,3+38,4% e 43,0+41,0%
(p<0,001), respectivamente para os trés grupos. As taxas de gravidez foram 39,8%,
71,4% e 49,6% (p<0,001), respectivamente para os trés grupos. Os autores concluiram
gue o resultado clinico de 6vulos a fresco foi superior ao de Gvulos vitrificados e que a
estratégia de freeze-all nas receptoras teve melhor resultado clinico do que a

transferéncia a fresco em doadoras de 6vulos, corroborando com estudos prévios que



demonstram impacto negativo da estimulagcdo ovariana sobre a receptividade e
consequentemente sobre as taxas de implantacdo em pacientes de alta resposta.(®®

Em 2016, Borges et al. publicaram um estudo de caso-controle
comparando os resultados de 123 ciclos com freeze-all com 153 ciclos frescos em
pacientes de alta resposta a estimulacdo ovariana (20 ou mais 6vulos). Todos os
embrides foram congelados em estagio de clivagem pela técnica de vitrificacdo e
transferidos em estagio de blastocisto apés o descongelamento. As taxas de
implantacdo e de gravidez clinica foram de 38,6% versus 24,8% (p=0,028) e 47,9%
versus 41,1% (p=0,004) para os ciclos com freeze-all e frescos, respectivamente. Os
autores concluiram que a estratégia de freeze-all melhora as taxas de implantacéo e de
gravidez clinica em pacientes de alta resposta a inducéo da ovulacdo.®

Em 2017 Wong et al. publicaram revisao sistemética de literatura na
Biblioteca Cochrane sobre a estratégia de freeze-all em fertilizacdo in vitro. Foram
incluidos quatro estudos prospectivos randomizados nos quais as pacientes foram
acompanhadas até que conseguissem a gestacdo ou até que todos os embrides
oriundos do ciclo indice fossem transferidos. O total de ciclos incluidos na meta-analise
foi de 1892, sendo 934 na estratégia de freeze-all e 958 na estratégia de transferéncia
a fresco. Foram incluidos trés estudos de pacientes com resposta alta a estimulacéo
ovariana (sindrome dos ovarios policisticos ou alto risco de sindrome de
hiperestimulacdo ovariana) e um estudo em pacientes com resposta normal a indugéo
da ovulacéo. O desfecho primario de efetividade foi taxa de nascido-vivo cumulativa e o
de seguranca foi incidéncia de sindrome de hiperestimulacdo ovariana. Houve 562
nascidos-vivos em 934 ciclos de freeze-all (60,17%) e 555 nascidos-vivos em 958
ciclos frescos (57,93%), o que resultou numa razéo de chances de 1,09 (IC 95% 0,91 —
1,31, p=0,67). Essa auséncia de diferenca de efetividade se manteve apoOs se
estratificar os resultados para transferéncias em estagio de clivagem ou blastocisto.
Houve 10 casos de sindrome de hiperestimulacdo em 804 ciclos de freeze-all (1,24%)
e 58 em 829 ciclos frescos (6,99%), resultando numa razédo de chances de 0,24 (IC
95% 0,15 — 0,38, p<0,00001) para protecdo contra sindrome de hiperestimulacéo
ovariana nos ciclos de freeze-all. Em relacdo aos desfechos secundarios, houve menos
abortamentos apoés transferéncias de descongelados em comparagdo a de frescos,
sendo respectivamente: 123/934 (13,16%) versus 176/958 (18,37%), o que resultou
numa razdo de chances de 0,67 (IC 95% 0,52 — 0,86, p=0,002).(40)



Em 2019, Roque et al. publicaram revisdo sistematica incluindo os
quatro estudos previamente incluidos na revisao sistematica de Wong et al. ja citada e
mais sete estudos publicados entre 2017 e 2019. Em relagcéo as taxas de nascido-vivo
cumulativa ndo houve diferenca estre as duas estratégias, achados similares ao da
meta-analise anterior: 56,83% no grupo freeze-all e 54,85% no fresco, para uma razéo
de chances de 1,04 (IC 95% 0,97 — 1,11, p=0,99). O risco de sindrome de
hiperestimulagdo ovariana foi menor no grupo freeze-all: raz&o de risco de 0,42 (IC
95% 0,19 — 0,96, p=0,04). A conclusao dos autores € a de que ndo existem dados que
suportem o uso indiscriminado do congelamento eletivo de todos os embrides para a
populacdo geral submetida a fertilizacdo in vitro e que essa estratégia deve ser
reservada para casos de alta resposta a estimulacdo ovariana, alto risco de sindrome
de hiperestimulacdo ovariana e pacientes que irdo realizar teste genético pré-
implantacional.?

Como se pode ver, a estratégia de freeze-all estd bem sedimentada
na pratica clinica e na literatura médica para casos de resposta alta a inducdo da
ovulagdo com o intuito de prevenir a sindrome de hiperestimuacdo ovariana sem

prejudicar as taxas de gestacao, ou, eventualmente, até as melhorando.

1.5 Freeze-all em pacientes com resposta normal a inducdo da ovulacao

Nas pacientes sem alta resposta a estimulacdo ovariana, quando
reduzir o risco de sindrome de hiperestimulacdo ovariana ndo é uma questdo
premente, o foco da estratégia de freeze-all passa a ser o de melhorar a receptividade
endometrial e, consequentemente, conseguir taxas de implantacdo e gravidez mais
elevadas.(?442.43)

Em 2011, Shapiro et al. publicaram um estudo clinico prospectivo
randomizado envolvendo 103 pacientes com resposta normal, sendo 53 com
transferéncia de blastocistos a fresco e 50 com criopreservacdo de todos os embrides
pela técnica de congelamento lento e posterior transferéncia em blastocisto. A taxa de
sobrevivéncia foi de 90,5%. As taxas de implantacéo (70,8% versus 38,9%, p<0,001) e

de gravidez clinica (84% versus 54,7%, p=0,0013) foram melhores no grupo freeze-
all.4



Em 2015, Chen et al. publicaram estudo retrospectivo envolvendo
1567 transferéncias a fresco com o intuito de avaliar taxas de gravidez por ciclo e taxas
de gravidez cumulativa de acordo com o numero de évulos recuperados, a saber:
qguatro a seis, sete a nove, 10 a 12, 13 a 15 e 16 ou mais. Os resultados encontrados
foram que quanto maior o numero de ovulos coletados maior a chance cumulativa de
gravidez. Porém, quando considerado apenas o ciclo de transferéncia a fresco, a maior
taxa de gravidez foi obtida pelo grupo que teve entre 10 e 12 6vulos maduros. Os
autores consideram que essa diferenca entre as taxas de gravidez por transferéncia a
fresco e as taxas cumulativas pode ser devido ao prejuizo a receptividade endometrial
provocado pela alta resposta a estimulacdo ovariana. Para ajudar a explicar essa
teoria, dentro desse mesmo estudo fizeram uma comparacdo dos resultados apenas
das primeiras transferéncias do grupo fresco e freeze-all, de acordo com o nimero de
ovulos. O resultado foi que ndo havia diferenca nas taxas de gestacdo entre os dois
grupos, fresco e freeze-all, quando a paciente tinha resposta normal a inducdo da
ovulacéo (até 15 évulos).“>

Em 2017, Bourdon et al. publicaram estudo retrospectivo
comparando ciclo fresco e freeze-all com pareamento para idade e niumero de falhas
de tratamento prévias. Todos o0s casos transferiram em estagio clivagem de segundo
dia. Os protocolos de estimulagdo, os picos de niveis séricos de estradiol e
progesterona e o nimero de évulos obtidos ndo foram pareados. A média etéria foi de
35 anos e a média de évulos maduros foi de 5,43 no ciclo fresco e 6,20 no freeze-all.
Foram 325 casos de transferéncia de embrides a fresco e 325 com transferéncia de
embrides vitrificados descongelados com o0s seguintes resultados, respectivamente:
taxa de implantacdo de 20% versus 17%, taxa de gravidez clinica de 30,15% versus
26,15% e taxa de abortamento de 27,55% versus 26,15%. Nenhum desses resultados
teve diferenca estatisticamente significante. Na analise de regressao logistica multipla,
as variaveis independentes que tiveram associagdo com o resultado foram idade da
mulher, indice de massa corporea, numero de embrides formados e transferéncia de
ao menos um embrido de boa qualidade. Os autores concluiram que para embrides
clivados de segundo dia em pacientes com resposta normal a estimulacdo ovariana
ndo houve beneficio em se adotar a estratégia de freeze-all.6)

Chang et al., em 2017, publicaram estudo retrospectivo comparando
ciclos nos quais se vitrificou embrides em clivagem ou blastocistos (n=84) com ciclos

cuja primeira transferéncia foi a fresco, entre os anos de 2012 e 2014. A taxa de
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gravidez cumulativa foi de 64,3% para o ciclo com freeze-all e 45,8% para o ciclo
fresco (p=0,042). Embora ndo houvesse diferenca de idade entre os grupos (média
etaria de 35 anos), as pacientes no grupo freeze-all tiveram mais Ovulos maduros
(12,349,3 versus 8,115,9, p<0,001). Os autores subdividiram a analise em trés
subgrupos: até quatro oOvulos maduros (baixa resposta), de quatro a 15 O6vulos
(resposta normal) e mais de 15 Ovulos (alta resposta). Nesse cenario, apenas no grupo
de resposta normal (foram 36 ciclos com freeze-all e 399 ciclos frescos) manteve-se a
diferenca estatisticamente significante. Os autores concluem que para pacientes com
resposta normal a estimulagdo ovariana a estratégia de freeze-all estaria bem
indicada.®?

Em 2017, foi pulicado por Roque et al. estudo de coorte prospectivo
com 938 ciclos de pacientes com resposta normal a estimulagéo ovariana (quatro a 15
ovulos), realizados entre 2012 e 2015. Os autores dividiram as pacientes com resposta
normal nos subgrupos de resposta normal ndo étima (quatro a nove évulos) e 6tima (10
a 15 oOvulos). No primeiro grupo, ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre as taxas de implantacdo e gravidez clinica para os ciclos fresco (n=380) e freeze-
all (n=243): 17,9% versus 20,5% (p=0,261) e 35% versus 39% (p=0,334),
respectivamente. JA nos casos com resposta 6tima, o ciclo fresco teve taxas de
implantacdo e gravidez clinica significativamente mais baixas: 22,1% versus 30,1%
(p=0,028) e 38% versus 52% (p=0,018). O numero necessario para tratar foi de 47 no
grupo de quatro a nove 6vulos e de oito no grupo de 10 a 15 oOvulos. Os autores
concluiram gue o beneficio da estratégia de congelamento de todos os embrides para
pacientes com resposta normal a estimulacao ovariana depende do numero de 6vulos
obtidos e que a individualizacdo precisaria ser ainda mais especifica dentro desse
grupo.“8)

Acharya et al. publicaram em 2018 estudo retrospectivo utilizando o
banco de dados dos anos de 2014 e 2015 da SART: foram 69.102 ciclos frescos e
13.833 ciclos com freeze-all. Foram comparados o0s resultados da primeira
transferéncia. Os ciclos que fizeram freeze-all para teste genético foram excluidos, pois
nao haveria numero de ciclos com teste genético e transferéncia a fresco para
comparacdo. Na andlise dos resultados entre ciclos frescos e freeze-all, as pacientes
foram divididas em subgrupos de acordo com o numero de 6vulos obtidos com a
estimulacdo ovariana. A taxa de nascido-vivo para os grupos fresco e freeze-all, foram,

respectivamente: 25,9% versus 11,5% para aquelas com até 5 6vulos (p<0,001), 41,2%
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versus 35,3% para pacientes com seis a 14 6vulos (p<0,001) e 48,9 versus 52% para
pacientes que obtiveram mais de 15 6vulos (p<0,001). Em relacédo ao peso ao nascer,
a incidéncia de baixo peso ao nascer foi significativamente maior no grupo com
transferéncia a fresco, independente do numero de o6vulos: 4,3% versus 1,9%
(p<0,001), 7,9% versus 6,1% (p<0,001) e 9,8% versus 8,8% (p=0,01) para 0s grupos
descongelado e fresco com até 5 o6vulos, de seis a 14 e 15 ou mais o6vulos,
respectivamente. Os autores concluiram com esses robustos dados populacionais
norte-americanos que a estratégia de freeze-all resulta em menor incidéncia de baixo
peso ao nascer independentemente do nimero de 6vulos recuperados. O mesmo hao
aconteceu para taxa de nascido-vivo, que se comportou de maneira diferente de
acordo com a resposta a estimulagéo: pacientes de alta resposta (= 15 évulos) tiveram
melhor resultado com freeze-all enquanto pacientes com reposta normal ou baixa
tiveram melhor resultado com transferéncia a fresco.?”

Em 2018, Shi et al. publicaram um estudo prospectivo randomizado
multicéntrico realizado na China envolvendo 2157 pacientes com resposta normal
(média de 12 évulos) que realizaram o primeiro ciclo de fertilizacdo in vitro em 2015 e
foram acompanhadas até o ano de 2017, para o desfecho primario nascido-vivo. As
pacientes transferiram até 2 embrides, em mais de 90% das vezes em D3, frescos ou
descongelados. O estudo ndo encontrou diferenca estatisticamente significante entre
0S grupos que realizaram o ciclo fresco ou de freeze-all, com 50,2% e 48,7% de taxa
de nascido-vivo respectivamente nos dois grupos. Houve menor incidéncia de
sindrome de hiperestimulacdo ovariana no ciclo com freeze-all comparado ao fresco:
0,6% versus 2%, razdo de chances de 0,32 (IC 95% 0,14 — 0,74, p=0,005).¢49

Em 2018, Vuong et al. publicaram estudo prospectivo randomizado,
realizado no Vietnd, incluindo 391 ciclos com freeze-all e 391 ciclos frescos. A média
etaria das mulheres foi de 32 anos, o nivel sérico de estradiol no dia do trigger da
ovulacao foi de cerca de 2000pg/mL, o numero médio de 6vulos maduros foi de 10 e s6
foram incluidas pacientes sem sindrome dos ovarios policisticos. Nesse estudo clinico,
0s autores transferiram apenas embrides em estagio de clivagem e de boa qualidade.
N&o foram encontradas diferencas em relacdo a taxa de gravidez clinica, nascido-vivo,
abortamento e sindrome de hiperestimulacdo ovariana moderada ou grave: 44,2%
versus 41,7%, 33,8% versus 31,5%, 6,4% versus 3,8% e 0,8% e 1% respectivamente
nos grupos que fizeram ciclo com freeze-all e fresco. Os autores encontraram

diferencas estatisticamente significativas apenas em relagédo a incidéncia de pequeno
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para idade gestacional e ao peso dos bebés nascidos: 0,8% versus 3,6% (razdo de
chances de 0,21 com IC 95% 0,06 — 0,74, p=0,01) e 3253+413,8g versus 3011+443,99
(p<0,001), respectivamente no grupo que transferiu embrides congelados em
comparacao ao grupo que transferiu embrides a fresco. Os autores concluiram que em
relacdo as chances de engravidar as estratégias nao tiveram diferencas, porém o
tempo para gravidez foi 1,4 més mais longo no grupo freeze-all. Isso poderia implicar
maiores custos diretos e indiretos, ponto explorado pelo mesmo grupo em outra
publicagdo.“9:50)

Em 2019, Wei et al. estudaram uma populacdo chinesa de 1650
pacientes jovens, sem distlrbios de ovulacdo que foram randomizadas no terceiro dia
apos a coleta de évulos para transferir blastocistos a fresco ou congelar todos os
embrides para uso em ciclo subsequente. Para serem incluidas, as pacientes
precisavam ter ao menos quatro embrides de boa qualidade no dia da randomizacgéo. A
média etaria das pacientes foi de 28 anos e o numero médio de o6vulos foi de 14. O
desfecho primério considerado, taxa nascido-vivo unico por mulher, foi maior no grupo
freeze-all (50,4% versus 39,9%), com uma razao de chances 1,26 (IC 95% 1,14 — 1,41,
p<0,0001). Nao houve diferenca estatisticamente significante na incidéncia de
sindrome de hiperestimulagdo ovariana, que foi baixa em ambos os grupos (0,5% no
ciclo freeze-all e 1,1% no grupo fresco). Os recém-nascidos do grupo freeze-all tiveram
maior peso ao nascer e a incidéncia de pré-eclampsia foi maior, embora essas tenham
sido andlises post-hoc. Os autores concluiram que em pacientes de bom progndstico
nas quais se planeja transferir apenas um blastocisto, a estratégia de freeze-all obtém
melhores resultados do que a transferéncia a fresco.®

Bousdou et al. publicaram em fevereiro de 2019 uma reviséo
sistematica de literatura incluindo os apenas os resultados da primeira transferéncia de
embrides em pacientes que realizaram ciclo com freeze-all versus ciclo fresco. A meta-
analise foi subdividida em 2 subgrupos: pacientes com alta resposta (n=4 estudos ou
3255 pacientes) e pacientes com resposta normal (n=4 estudos ou 2010 pacientes).
Para o grupo com resposta normal a estimulacdo ovariana ndo houve diferenca para
taxa de nascido-vivo: razdo de chances de 1,12 (IC 95% 0,90 — 1,41). Para incidéncia
de sindrome de hiperestimulacdo ovariana, a razdo de chances foi de 0,39 (IC 95%
0,19 — 0,80), sendo o freeze-all um fator de protecdo. Os autores concluiram que para

pacientes com resposta normal a estimulacédo ovariana, a estratégia de freeze-all pode
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ser escolhida visando maior seguranca contra a sindrome de hiperestimulacéo

ovariana sem interferir nas taxas de nascido-vivo.®?

1.6 Freeze-all em pacientes com resposta baixa a induc¢éo da ovulagéo

As duavidas sobre a superioridade dos ciclos com freeze-all se
estendem também para as pacientes de baixa resposta (menos de quatro évulos): esse
grupo foi estudado por Roque et al. em publicacdo de resultados de uma coorte
retrospectiva em 2018. As pacientes tinham média etaria de 39 anos, em média
tiveram 2,5 oOvulos e transferiram 1 ou 2 embribes. Nessa coorte, 277 pacientes
transferiram a fresco e 156 congelaram todos os embrides. As taxas de implantacdo e
gravidez foram 9,6% versus 9,8% (razdo de chances de 0,99, IC 95% 0,61 — 1,60,
p=0,82) e 14,1% versus 13,7% (razdo de chances de 1,03, IC 95% 0,63 — 1,67, p=0,91)
para os grupos freeze-all e transferéncia a fresco, respectivamente.®3)

Xue et al. analisaram 195 ciclos frescos e 234 ciclos de freeze-all
realizados em pacientes de baixa resposta, na China entre 2012 e 2014. Todos os
embrides foram congelados e transferidos em estagio de clivagem de terceiro dia. Os
resultados de gravidez clinica e de nascido-vivo por transferéncia foram: 22,6% versus
26,1% (p=0,401) e 15,9% versus 20,9% (p=0,182) para o0s grupos transferéncia a
fresco e freeze-all, respectivamente. Os autores concluiram que a estratégia freeze-all
pode ser usada com seguranca em pacientes de baixa resposta a indugcdo, mas que
sd0 necessarias mais evidéncias para usa-la de rotina em todos os ciclos.®%

Como se pode ver nessa revisdo de literatura, o uso da estratégia de
freeze-all vem desde a década de 90. Sua indicacdo primaria inicialmente era apenas
aumentar a seguranca do tratamento, reduzindo a incidéncia da sindrome de
hiperestimulacdo ovariana em pacientes de alta resposta a inducdo da ovulagdo. Com
0 advento da técnica de vitrificacdo na segunda metade da década de 2000 houve
melhora dos resultados clinicos dos ciclos com transferéncia de embribes
descongelados. Esse ganho de eficacia dos ciclos de transferéncia de descongelados
provavelmente ocorre porque se evita a transferéncia de embrides em um endométrio
com alteracbes de receptividade causadas por niveis hormonais supra fisiologicos

observados em ciclos de inducdo da ovulagdo. E natural, portanto, que se teste o
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freeze-all em outras situacdes clinicas, além dos ciclos de alta resposta, com o intuito
de aumentar a eficacia do tratamento.

O grupo de pacientes com resposta normal a inducdo de ovulacgéo,
por ser o mais prevalente, desperta grande interesse na pratica clinica. Conforme ja
descrito, existem trabalhos retrospectivos e estudos prospectivos randomizados na
literatura estudando o uso do freeze-all para esse grupo de pacientes, porém a sua
indicacdo como rotina para todas as pacientes ainda nao foi estabelecida.

Dessa forma, acreditamos que, por se tratar de uma coorte
numerosa de ciclos, esse estudo trard informacdes importantes para a decisédo
terapéutica, principalmente em dois pontos: para qual perfil de pacientes com resposta
normal a indugdo da ovulacéo o freeze-all tem sido indicado na pratica clinica e quais
as carateristicas dessas pacientes e desses ciclos que se associam com os melhores
resultados. Isso podera ajudar na escolha entre realizar o ciclo com freeze-all ou
transferir os embrides a fresco.

As taxas de gravidez clinica dos ciclos de fertilizagdo in vitro com
congelamento de todos os embrides em mulheres com resposta ovariana normal (4 a
15 dvulos captados por ciclo) é superior ao dos ciclos com transferéncia embrionaria a

fresco.

1.7 Objetivo

1. Comparar os resultados de ciclos de fertilizacdo in vitro em
pacientes com resposta normal a inducdo da ovulacdo (4 a 15 Ovulos) com
transferéncia a fresco versus os ciclos em que se transferiram embrides descongelados
apos congelamento de todos os embrides (freeze-all) em relacdo a: média etaria
feminina; fatores de infertilidade; drogas utilizadas para estimulacdo ovariana,
qualidade dos embribes transferidos; taxa de gravidez bioquimica; taxa de gravidez
clinica; taxa de gravidez evolutiva; taxa de abortamento; taxa de gravidez multipla; taxa

de implantacdo embrionaria.
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2 METODOS

2.1 Tipo de estudo e local de realizagédo da pesquisa

Trata-se de estudo de coorte retrospectivo realizado no Instituto de
Ensino e Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein. Foram analisados prontuérios e
banco de dados de ciclos de fertilizag&o in vitro realizados em dois centros privados de
reproducdo humana localizados na cidade de Sao Paulo: Projeto ALFA e Clinica
VidaBemVinda. O universo da pesquisa corresponde a mulheres com resposta normal
a estimulagdo ovariana (4 a 15 6vulos maduros captados por ciclo), submetidas a
tratamentos de fertilizagdo in vitro entre os anos de 2013 e 2017.

2.2 Aspectos e procedimentos éticos envolvidos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Instituicdo (numero CAAE: 79213617.1.3001.5670), tendo sido solicitada a isencédo do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, por se tratar de estudo retrospectivo de
analise de banco de dados e prontuarios, dados estes que fizeram parte do
atendimento habitual das pacientes. No momento do levantamento de dados, foi
mantida a confidencialidade e a integridade dos mesmos e a identidade dos pacientes

foi preservada.

2.3 Dinamica do estudo

Selecionamos todas as pacientes que fizeram ciclos de fertilizacao
in vitro com os proprios 6vulos e que nédo fizeram teste genético pré-implantacional
(PGT — Preimplantation genetic testing) nos embrides, entre os anos 2013 e 2017.
Excluiu-se os ciclos com PGT pois, nesses casos, obrigatoriamente congelaram-se
todos os embribes, de acordo com o protocolo das clinicas envolvidas e ndo haveria
casos com transferéncia a fresco para comparacdo. Para os célculos das taxas de

gravidez, implantacdo e abortamento foi incluida apenas a primeira transferéncia
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realizada dentro do periodo de estudo resultante do ciclo de fertilizacdo in vitro das
pacientes que obtiveram entre 4 e 15 6vulos maduros (resposta normal).

Os critérios de exclusado foram: casos que coletaram évulos e nédo
realizaram a transferéncia no periodo; pacientes com informagfes incompletas ou
inconsistentes no banco de dados em relacédo as variaveis observadas; e casos que
transferiram embrides oriundos de diferentes coletas de ovulos.

Assim, as pacientes foram divididas em dois grupos:

A. Ciclo com freeze-all: Estimulagdo ovariana controlada, fertilizagao
in vitro, congelamento de todos os embribes e transferéncia dos embrides
descongelados em um ciclo subsequente;

B. Ciclo fresco: Estimulag&o ovariana controlada, fertilizagdo in vitro
e transferéncia de embrides a fresco.

As comparacdes das variaveis entre os grupos foram realizadas

apenas entre o primeiro ciclo de transferéncia a fresco ou descongelado.

2.4 Célculo amostral

O tamanho amostral foi estimado com o objetivo de avaliar se a taxa
de gravidez clinica no grupo que congelou todos os embribes e depois transferiu os
embribes descongelados (ciclo com freeze-all) é superior a taxa do grupo que recebeu
embrides frescos (ciclo fresco). Considerando relevante uma diferenca de no minimo
9%, nivel de significAncia unilateral de 2,5% e que no grupo de referéncia
(transferéncia a fresco) a taxa de gravidez clinica seria de 35,8%, tal como estudo
prévio de Roque et al. precisariamos de 472 ciclos com transferéncia, por grupo, para

alcancar um poder de 80%.“8)

2.5 Descrigao das variaveis observadas

As variaveis observadas foram:
1. Idade materna;

2. ldade paterna;
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3. Fator(es) de infertilidade de acordo com a classificagcdo da
SART;% a saber: endometriose, disfuncdo da ovulacdo, reserva ovariana diminuida,
fator tubario, fator uterino, multiplos fatores femininos, fator masculino, fator masculino
e feminino, causa desconhecida de infertilidade, outros fatores;

4. Medicamentos utilizados para estimulacdo ovariana controlada:
indutores da ovulac&o por via oral, gonadotrofinas injetaveis (estimulacéo e disparo da
ovulacdo), analogos do hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) injetaveis
(agonistas e antagonistas);

5. Numero total de 6vulos coletados: foram incluidos apenas ciclos
com 4 a 15 6vulos maduros;

6. Tipo de fertilizac&o: convencional ou ICSI;

7. Taxa de fertilizacdo: numero de 6vulos contendo 2 pro-nucleos
(masculino e feminino), dividido pelo nimero total de 6vulos fertilizados;

8. Numero total de embrides formados: numero de embrides com
duas ou mais células;

9. Estagio de desenvolvimento alcancado pelos embrides: clivagem
(embrides com 2 a 14 células entre segundo e o terceiro dia de desenvolvimento) ou
blastocisto (embrides com 5 a 7 dias de desenvolvimento que apresentam massa
celular interna, trofoectoderme e blastocele);®

10. Qualidade morfolégica dos embribes transferidos a fresco:
clivagem (nimero de células, simetria e grau de fragmentacéo) e blastocisto (grau de
expansao) baseado na classificacdo simplificada da SART;®®)

11. Qualidade morfoldgica dos embrides descongelados transferidos
(idem a variavel 9, acima);

12. Taxa de crio-sobrevivéncia: numero total de embrides viaveis
ap0s descongelamento dividido pelo numero total de embrides descongelados
(calculado apenas para o grupo freeze-all)

13. Numero de embrides transferidos: de um a quatro, de acordo
com a decisdo da equipe e do casal, respeitando a Resolucdo n° 1.957/2010 do
Conselho Federal de Medicina;®")

14. Taxa de gravidez clinica por transferéncia: nUmero de casos com
saco gestacional visualizado em exame de ultrassonografia realizado entre duas e trés

semanas apos o beta-hCG sérico positivo dividido pelo total de transferéncias;
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15. Taxa de gravidez evolutiva: nimero de casos com atividade
cardiaca embrionaria detectada em exame de ultrassonografia realizado entre trés e
quatro semanas apoés o beta-hCG sérico positivo dividido pelo total de transferéncias;

16. Taxa de gestacdo multipla: nimero de casos com mais de um
saco gestacional ou mais um embrido com atividade cardiaca visualizado em quaisquer
dos exames de ultrassonografia descritos acima divido pelo nimero total de gestacoes;

17. Taxa de implantagdo: numero total de sacos gestacionais em
relagdo ao numero total de embrides transferidos;

18. Taxa de abortamento: NUmero de casos em que nao se
visualizou embrido com batimento cardiaco apods ja ter sido visualizado saco

gestacional.

2.6 Andlise estatistica

2.6.1 Anélise descritiva das variaveis

Inicialmente, verificou-se a normalidade das variaveis continuas (e
algumas variaveis de contagem quantitativas discretas) com uso dos histogramas, box
plot e graficos quantil-quantil para avaliar o uso da medida resumo mais adequada as
variaveis. Realizou-se uma analise descritiva de todos os dados segundo o tipo de
transferéncia: descongelado ou fresco. No caso das variaveis quantitativas que
apresentaram distribuicdo normal, apresentaram-se as médias, desvios padrao (DP) e
o teste t-Student para comparacdo das médias. Caso contrario, apresentaram-se a
mediana, os 1° e 3° quartis (1IQ) e o teste de Mann Whitney. Para as variaveis
qualitativas, apresentaram-se 0 numero e as propor¢cdes das observacbes em cada

categoria juntamente com o teste do qui-quadrado ou Fisher.

2.6.2 Analises de associacdo: modelos de regressdao logistica

Para avaliar o efeito do grupo nos desfechos de interesse,
controlando pelas demais variaveis, utilizaram-se modelos lineares generalizados da

familia binomial com ligacao logito (modelos de regressao logistica).
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Ajustamos o modelo multiplo para o desfecho primario gravidez
clinica considerando conjuntamente a idade da mulher no momento da estimulagéo, se
era do grupo fresco ou freeze-all, o nimero de Ovulos maduros, o estagio de
desenvolvimento embrionario na transferéncia e as interacdes entre grupo e idade,
grupo e numero de 6vulos e grupo e tipo de transferéncia. O modelo considerou a
dependéncia entre diferentes procedimentos de uma mesma mulher e também a
dependéncia entre as pacientes de um mesmo centro e o0s resultados sé&o

apresentados por razdes de chances estimadas, intervalos de confianga e valores-p.

2.6.3 Andlises de associacdao: modelo de pareamento por escore de propenséao

A proposta de pareamento considerava duas variaveis:

1. Numero de 6vulos maduros;

2. ldade materna.

Elas foram selecionadas com base nos resultados da regressao
logistica simples. Os resultados foram analisados separadamente para transferéncias

em estégio de clivagem e de blastocisto (covariaveis).

2.6.3.1 Analise preliminar

Antes do inicio do pareamento, avaliamos o balanceamento das
amostras de casos e controles quanto as variaveis de interesse anteriormente citadas.
Isso foi feito por meio de calculo de diferencas padronizadas e teste de qui-quadrado
de Omnibus, proposto por Hansen e Bowers, para verificar desbalanceamento. Para
concluir que ndo ha desbalanceamentos importantes, precisamos nao rejeitar a
hipétese nula.

Calculamos as diferencas padronizadas com o banco de dados
completo, considerando as covariaveis de interesse e 0s grupos formados por
tratamento. Apds a exclusdo dos casos sem transferéncia, ficamos com 467
transferéncias de embribes congelados e 3208 transferéncias a fresco.

As diferencas padronizadas calculadas para as varidveis de

interesse no banco total mostram valores de 0,933 para numero de 6vulos maduros e
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de 0,233 para idade materna. Apesar de nao existir um critério claro para considerar
grupos como balanceados ou néo a partir das diferencas médias padronizadas, ha uma
regra geral que diz que no caso de diferengas padronizadas maiores ou iguais a 0,250
devemos procurar por um pareamento com melhor balanceamento. Assim, houve
necessidade de se buscar melhor balanceamento para a variavel niumero de oOvulos
maduros.

O teste de qui-quadrado apresentou valor-p <0,001, ou seja, temos
evidéncias de que a amostra estava desbalanceada quanto a este conjunto de
covariaveis. Foram entédo utilizados instrumentos estatisticos para balancear a amostra.

O proximo passo foi a estimacao dos escores de propenséao, que foi
feita por meio de um modelo de regresséao logistica incluindo as duas covariaveis de
interesse e também a interacdo de primeira ordem entre elas. Apos o calculo dos
escores, avaliamos a sua distribuicdo nos grupos fresco e congelado. Observamos
qgue, apesar de termos a mesma regido de suporte nos dois grupos, a distribuicdo foi
distinta, com valores do escore mais altos no grupo congelado, o que é esperado, ja
que o escore de propensdo é a probabilidade estimada de uma determinada
transferéncia ser do grupo congelado, dadas as informacdes de idade materna e
namero de 6vulos maduros.

Considerando o escore de propensao baseado na idade materna e
no namero de 6vulos maduros, o melhor pareamento sem exclusao de nenhum caso
foi obtido pelo método do vizinho mais proximo sem calibracdo. Neste pareamento, as
diferencas padronizadas estimadas ficaram menores que 0,155, demonstrando haver
um bom pareamento, razoavelmente balanceado entre os grupos. No pareamento

utilizado, ficamos com 467 congelados e 934 frescos, ou seja, uma razéo de 1:2.
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3 RESULTADOS
3.1 Descricao dos dados

Entre os anos de 2013 e 2017 foram encontrados 5935 registros de
ciclos de fertilizacdo in vitro, nos quais ndo houve uso de diagnostico genético
embrionario pré-implantacional. Desses, 3679 casos foram analisados. A figura 3 traz o

namero de casos excluidos da nossa analise, bem como o motivo para tal.

65 ciclos de FIV sem PG)

4136 ciclos de FIV sem PGT
com resposta normal (4 a 15
6vulos maduros)

3679 ciclos de FIV sem
PGT com resposta normal
analisados
(4 a 15 6vulos maduros)

3208

271 ciclos (>15 6vulos)
1508 ciclos (<4 6vulos)

301 ciclos (sem transferéncia)
175 ciclos (dados
incompletos/inconsisténcias)*
1 ciclo (embriées oriundos de mais de uma
estimulagao ovariana)

471

ciclos frescos ciclos com freeze-all

* Os dados incompletos referem-se a ciclos nos quais ndo havia
informacgBes referentes ao fator de infertilidade, droga utilizada para
inducdo da ovulagdo ou ao desfecho do ciclo. As inconsisténcias
referem-se a casos com numeros de Gvulos e embrides inconsistentes
entre si. FIV: Fertilizacdo in vitro. PGT: Teste genético preé-
implantacional.

Figura 3. Ndmero de casos analisados e os motivos para excluséo
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Esses 3679 ciclos foram realizados por 3153 mulheres, assim
distribuidas: 2270 (86,27%) realizaram um ciclo; 368 (11,67%) realizaram dois ciclos;
43 (1,36%) realizaram trés ciclos; 17 (0,54%) realizaram quatro ciclos; quatro (0,13%)
realizaram cinco ciclos e uma (0,03%) realizou seis ciclos no periodo.

A analise descritiva das caracteristicas clinicas antes e durante o
ciclo de estimulacdo ovariana controlada para fertilizacao in vitro encontra-se na tabela
1. O numero de registros do grupo freeze-all com tentativa de transferéncia embrionaria
(n=471) representou 12,8% do total da amostra analisada enquanto os frescos
(n=3208), 87,2% do total.

Tabela 1. Andlise descritiva das caracteristicas clinicas segundo 0s grupos

Variaveis Total Freeze-all Fresco Valor-p
Idade da mulher no momento da estimulacéo
(anos)
Média (DP) 35,26 (4,30) 34,37 (4,31) 35,40(4,28) <0,001
[Minimo — Maximo] [18,0-48,9] [22,0-48,0] [18,0-46,0]
Procedimento para fertilizacdo dos évulos -
n(%)
FIvV 193(5,2) 31(6,6) 162(5,0) 0,180
ICSI 3404(92,5) 426(90,4) 2978(92,8)
FIV+ICSI 82(2,2) 14(3,0) 68(2,1)

Protocolos de medicamentos utilizados nos
ciclos de estimulagéo ovariana, n (%)

Gonadotrofina + Antagonista 3444(93,6) 454(96,4) 2990(93,2) 0,007
Gonadotrofina + Agonista 204(5,5) 12(2,5) 192(6,0)
Gonadotrofina + Letrozol + Antagonista 29(0,8) 5(1,1) 24(0,7)
Gonadotrofina + Clomifeno + Antagonista 2(0,1) 0(0,0) 2(0,1)

Diagnostico(s) que levaram a realizagédo do
tratamento, n (%)

Infertilidade sem causa aparente 553(15,0) 67(14,2) 486(15,1) <0,001
Baixa reserva ovariana 125(3,03) 30(6,3) 95(3,0)

Fator ovulatério 222(6,0) 37(7,8) 185(5,7)
Endometriose 261(7,1) 37(7,8) 224(7,0)

Fator tubareo 690(18,8) 64(13,5) 626(19,5)

Masculino 1095(29,8) 119(25,2) 976(30,5)

Muiltiplos femininos 197(5,4) 22(4,8) 175(5,5)

Feminino + Masculino 385(10,5) 80(16,9) 305(11,0)

Outros* 151(4,1) 15(3,1) 136(4,2)

* Inclui fator uterino, cervical, homoafetivos, doencas infecciosas. DP: Desvio padréo.

As mulheres que realizaram ciclo com freeze-all eram mais jovens e
apresentaram com mais frequéncia os diagnosticos de baixa reserva ovariana e
associagao de fatores femininos e masculinos quando comparadas ao grupo que fez o

ciclo convencional. O uso de gonadotrofinas para estimulagdo ovariana e o uso de ICSI
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para fertilizacdo dos 6vulos nédo diferiu entre os grupos. Porém, no Grupo Freeze-all foi
mais comum o uso de bloqueio da hipdfise utilizando-se antagonistas do GnRH.

A idade do homem estava disponivel para 3533 casos (indisponivel
em 146 dos 178 casos com uso de banco de sémen) e foi de 37,64 anos (x 6,23 anos)
no Grupo Freeze-all e de 37,99 anos (x 6,56 anos) no Fresco, sem diferenca
estatisticamente significante (p=0,160).

A tabela 2 apresenta a analise descritiva das variaveis relacionadas
ao laboratério de fertilizacdo in vitro. Nota-se que o Grupo Freeze-all apresentou
namero médio mais elevado de 6vulos maduros: 10,05 + 3,43 versus 7,16 £ 2,81. Isso
levou a um maior numero de embridées formados nesse grupo, embora o niamero de

embrides transferidos tenha sido menor.

Tabela 2. Andlise descritiva das caracteristicas no laboratério de fertilizac&o in vitro segundo 0s grupos

Variaveis Total Freeze-all Fresco Valor-p
Numero médio de 6vulos maduros, DP 7,53 (3,05) 10,05 (3,43) 7,16 (2,81) <0,001
Distribuic&o das pacientes segundo o
namero de 6vulos maduros, n (%) <0,001
4a9 2738 (74,4) 194 (41,2) 2544 (79,3)
1l0a5 941 (25,6) 277 (58,8) 664 (20,7)
Taxa de fertilizacdo média, % (DP) 65,55 (24,78) 70,46 (22,72) 64,83 (25,0) <0,001
Nl],me,ro médio de évulos fertilizados com 2 4,81 (2,64) 6,97 (3,19) 4,54 (2,39) <0,001
pré-nacleos (DP)
Numero médio de embrides clivados (DP) 4,83 (2,66) 6,82 (3,22) 4,50 (2,44) <0,001
[Minimo — Maximo] [1-15] [1-14] [1-15]
Estagio da transferéncia de embrido (%) <0,001
Blastocisto 9,2 40,9 4,6
Clivagem 90,8 59,1 95,4
Transferéncia apenas de embriGes de
moderada e boa qualidade em estagio de 59,7 82,4 56,2 <0,001

clivagem ou de blastocistos (%)

Numero médio de embrides clivados
transferidos (DP) 2,36 (0,75) 2,23 (0,60) 2,37 (0,73) <0,001

Numero médio de blastocistos (DP) 1,69 (0,65) 1,54 (0,54) 1,89 (0,72) <0,001

DP: desvio padréo.

A tabela 3 traz os dados de descongelamento do Grupo Freeze-all.
Em média foram descongelados 2,3 + 1,2 embribes e a taxa de sobrevivéncia foi de
97,2%, considerando todos os estagios. Em quatro casos (0,85%), nenhum embrido

sobreviveu ao descongelamento e, por isso, a transferéncia foi cancelada.
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Tabela 3. Dados relativos ao congelamento e descongelamento dos ciclos no grupo freeze-all

Variaveis NUmero
Numero de embrides clivados congelados

Média (DP) 3,4 (3,5)

[Minimo — M&ximo] [0-—14]
Numero de blastocistos congelados

Média (DP) 2,4 (1,6)

[Minimo — Maximo] [0-11]
Numero de embrides descongelados

Média (DP) 2,3(1,2)

[Minimo — Maximo] [1-12]
Numero de embrides que sobreviveram

Média (DP) 2,2(1,1)

[Minimo — Maximo] [0-10]
Taxa de sobrevivéncia

Média (DP) 97,2 (14,5)

DP: desvio padréo.

A figura 4 traz 471 casos distribuidos em relagdo ao tempo decorrido
entre o congelamento dos embribes e a tentativa de transferéncia dos embrides. O
tempo médio foi de 83,45 + 105 dias. A mediana foi de 54 dias, variando o tempo

minimo entre 17 e 966 dias.
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Figura 4. Intervalo de tempo entre o congelamento e a transferéncia de
embrides no grupo freeze-all
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A tabela 4 traz os desfechos clinicos. A taxa de gravidez clinica foi
maior no Grupo Freeze-all. Ndo houve diferenca em relacéo as taxas de implantacéo,

gestacdo multipla e abortamento clinico.

Tabela 4. Descricdo dos dados de transferéncia embrionaria e desfechos clinicos, segundo os grupos

Freeze-all Fresco

Variaveis Total (N=467) (n=3208)

Valor-p

Taxa de gravidez clinica por
transferéncia, %(n)

Taxa de gravidez evolutiva por
transferéncia, %(n)

Taxa de gravidez mdultipla (para
todos os casos com gravidez 27,2 (300/1104) 25,7 (39/152) 27,4 (261/952) 0,723
clinica), %(n)

Taxa de implantacdo de embrifes

30,0 (1104/3675) 32,5 (152/467) 29,7 (952/3208)  <0,001

27,5 (1009/3675) 29,3 (137/467) 27,2 (872/3208) 0,358

. 17,41 17,03 17,44 0,593
em clivagem (%)
Taxa de implantacdo de
blastocistos (%) 27,2 31,0 24,23 0,227
Abortamento clinico, %(n) 8,5 (95/1104) 9,9 (15/152) 8,4 (80/952) 0,658

A tabela 5 traz a associagao entre diferentes categorias de idade
feminina e as variaveis: niumero de évulos maduros, niumero de embrides formados e
proporcao de embrides de boa qualidade. Como se pode notar, o nimero de 6vulos e 0
percentual de embrides clivados de boa qualidade diminuem significativamente com o

aumento da idade feminina.

Tabela 5. Associacao entre idade da mulher e o nimero de Ovulos maduros, nimero de embrides
formados e proporcéo de embrides e boa qualidade

Idade da mulher na coleta de <35 anos 36-39 anos 240 anos Total

ovulos (n=1882) (n=1174) (n=623) (N=3679) Valor-p
Numero médio de dvulos

maduros (DP) 8,0(3.2) 7,2(2,9) 66(27) 75(3,1)  <0,001
Numero médio de embrides 4,8 (2,8) 4,9 (2,5) 4,6 (2,3) 4,8 (2,7) 0,019

formados (DP)
Embrides clivados de boa
gualidade, % (DP)

14,0

17,4 (24,9) 15,9 (22,6) (21,1)

16,3 (23,6) 0,004

DP: desvio padréo.

3.2 Regresséo logistica: variaveis associadas ao desfecho priméario

Na tabela 6, em relacdo a idade no momento da coleta de 6vulos,
tomando-se como referéncias as mulheres com até 35 anos de idade, as mulheres

entre 36 e 39 anos tiveram 20% menos chance de engravidar e as com 40 anos ou
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mais 60% menos chances de engravidar, ambas as diferencas estatisticamente
significantes.

O numero de Ovulos maduros esteve associado as chances de
gravidez clinica. As chances de gravidez clinica aumentaram em 3,9% para cada évulo
maduro a mais obtido. Estar no grupo que obteve de 10 a 15 6vulos (resposta normal
alta) esteve associado a 23% mais chances de gravidez clinica quando comparado a
estar no grupo de 4 a 9 d6vulos (resposta normal baixa). Todas essas diferencas foram
estatisticamente significantes.

Em relacdo ao estagio embrionario na transferéncia, o grupo
transferéncia de blastocisto teve 24% mais gestacdes clinicas em relacdo ao grupo

clivagem, sem significancia estatistica.

Tabela 6. Regressao logistica simples para as varidveis explicativas em relacdo ao desfecho primario
“gestacao clinica”

Variaveis explicativas Razao de chances IC 95% Valor-p
Categorizacao pela idade feminina (anos)

<35 1 (Ref.)

36 -39 0,808 0,689;0,949 0,009

240 0,399 0,316;0,505 <0,001
Numero de 6vulos maduros 1,039 1,01;1,064 0,001
Categorizagdo do nimero de 6vulos maduros

4 — 9 6vulos 1 (Ref)

10 — 15 évulos 1,236 1,050;1,453 0,011
Estagio embrionario

Clivagem 1 (Ref.)

Blastocistos 1,242 0,849;1,817 0,265

A tabela 7 traz os resultados de regresséo logistica multipla, dividida
para os grupos freeze-all e fresco. Percebemos nesse modelo, que h&a uma
interferéncia negativa do aumento da idade sobre a probabilidade de gestacéo clinica
dentro do grupo fresco, com uma diferenca significativa dos pontos de vista clinico e
estatistico. Essa interferéncia, porém, se suaviza e perde significancia estatistica no
Grupo Freeze-all. Isso se reflete na comparagdo entre os grupos: para as mulheres
acima de 40 anos, houve estatisticamente mais gestacdes no Grupo Freeze-all do que
no Grupo Fresco.

Em relacdo a categorizacdo pelo numero de 6vulos, percebe-se que
a maior probabilidade de gestacéo clinica observada no modelo de regresséo simples

(Tabela 6) se mantém nesse modelo de regressdo mdultipla, porém sem significancia
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estatistica, tanto na comparacédo entre os grupos de estudo guanto na comparagdo

dentro de cada grupo para cada categoria de quantidade de 6vulos.

Na analise em relacdo ao estagio de transferéncia embrionaria, o

grupo que transferiu blastocistos descongelados teve maior probabilidade de gestagéo

clinica, de maneira estatisticamente significante. Essa diferenca clinica estatistica

ocorre tanto na comparacao com o grupo que transferiu blastocistos a fresco como na

comparagdo com o grupo que transferiu embribes descongelados em estagio de

clivagem.

Tabela 7. Regressao logistica multipla para probabilidade estimada de ocorréncia do desfecho primario
“gestacao clinica” dividido para os grupos freeze-all e fresco

Razéo de
Variaveis explicativas F(rr?ii%a)“ (EL%‘Z%%) chances Valor-p
[IC 95%]
Idade da mulher (anos)
240 n=54 n=569 0,044
Média % [IC 95%] 29,3 [18,4;43,1] 15,8 [12,4;19,9] 1,931[1,030;3,623]
36 -39 n=138 n=1036 0,810
Média % [IC 95%] 29,6 [22,4;38,1] 28,5 [24,2;33,3] 0,976[0,659;1,445]
<35 n=279 n=1603 0,430
Média % [IC 95%] 35,8 [30,1;42,0] 32,8 [28,4;37,4] 1,038[0,794;1,357]
Valor-p (dentro do grupo)
<35 versus 240 anos 0,355 <0,001
<35 versus 36 — 39 anos 0,222 0,020
Numero de 6évulos maduros
10-15 n=277 n=664
Média % [IC 95%] 32,6 [26,2;39,7] 25,9 [21,6;30,8] 1,110[0,826;1,492] 0,109
4-9 n=194 n=2544
Média % [IC 95%] 30,4 [23,5;38,3] 23,9 [20,5;27,8] 1,004[0,726;1,388] 0,123
Valor-p (dentro do grupo) 0,636 0,277
Estagio embrionério
Clivagem n=279 n=3062
Média % [IC 95%)] 26,1 [20,4;32,6] 22,9 [17,0;30,2] 0,894[0,678;1,179] 0,777
Blastocistos n=192 n=146
Média % [IC 95%)] 37,7 [30,0;45,7] 26,7 [24,8;29,3] 1,948[1,219;3,114] 0,005
Valor-p (dentro do grupo) 0,012 0,242

3.3 Pareamento dos grupos: método pelo escore de propenséo

Como observado nas varidveis descritivas e nos modelos de

associagao com regressao logistica simples, as variaveis “idade feminina” e “numero
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de o6vulos maduros” estiveram associadas ao desfecho “gravidez clinica”. Essas
variaveis foram utilizadas para o pareamento pelo escore de propensao.

O banco de dados, ap0s o pareamento, ficou composto por 1401
transferéncias, sendo 467 transferéncias realizadas no Grupo Freeze-all e 934
transferéncias de embriées no Grupo Fresco. As 1401 transferéncias foram feitas por
1302 mulheres. O numero de transferéncias por mulher variou entre um e quatro,
sendo 1212 mulheres com uma transferéncia, 83 com duas transferéncias, cinco com
trés transferéncias e duas com quatro transferéncias.

A média e a mediana de idades, bem como a distribuicdo por faixas
etarias ficou balanceada entre os grupos freeze-all e fresco. O mesmo ocorreu com 0
namero médio de 6vulos maduros. Quando se analisa o estagio em que foi realizada a
transferéncia, nota-se um desequilibrio entre os grupos, sendo a transferéncia em
estagio de clivagem muito mais comum no grupo fresco do que no Grupo Freeze-all
(92,4% versus 52,1%). O numero médio de blastocistos transferidos também foi maior

no grupo convencional. Esses resultados estao contidos na tabela 8.

Tabela 8. Descricdo das caracteristicas dos grupos apds pareamento

Variaveis explicativas Freeze-all Fresco
Idade da mulher (anos)
Média (DP) 34,4 (4,3) 34,4 (4,2)
Mediana [11Q] 34 [32;37] 35 [32;37]
n 467 934

Estratificagé@o por idade da mulher n (%)

<35 anos 276 (59,1) 543 (58,1)
36 a 39 anos 137 (29,3) 281 (30,1)
240 anos 54 (11,6) 110 (11,8)
Total 467 (100,0) 934 (100,0)
Numero de 6vulos maduros
Mediana [11Q] 11 [7;13] 10 [7;12]
n 467 934
Estratificacdo por nimero de évulos maduros n(%)
4a9 190 (40,7) 382 (40,9)
10a 15 277 (59,3) 552 (59,1)
Total 467 (100,0) 934 (100,0)
Estagio embrionario na transferéncia n(%)
Transferéncia de blastocistos 191 (40,9) 71 (7,6)
Transferéncia de embrido em clivagem 276 (59,1) 863 (92,4)
Ndmero médio de embrifes transferidos — n (DP) 1,95 (0,67) 2,26 (0,69)
Clivagem 2,23 (0,60) 2,33 (0,72)
Blastocisto 1,54 (0,54) 1,89 (0,66)

Total de embrifes em clivagem transferidos n(%)

continua...
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...continuacao

1 15 (5,4) 58 (6,7)
2 191 (69,2) 544 (63,0)
3 60 (21,7) 212 (24,6)
4 10 (3,6) 49 (5,7)
Total 276 (100,0) 863 (100,0)
Total de blastocistos transferidos, n (%)

1 92 (48,2) 18 (25,4)
2 94 (49,2) 46 (64,8)
3 5(2,6) 4 (5,6)
4 0(0,0) 3(4,2)
Total 191 (100,0) 71 (100,0)

DP: desvio padréo; 11Q: Intervalo interquartil.

A tabela 9 traz os resultados sem distincdo pelo estagio que o
embrido foi transferido. Como se pode ver, ndo houve diferenca estatisticamente

significante entre os grupos.

Tabela 9. Desfechos na amostra pareada por grupos, sem distingdo do estagio em que foi realizada
transferéncia embrionéria

Desfechos F(rsizlg—?a;ll (Er:egsgz)) Valor-p*
Taxa de gravidez clinica

Média % [IC 95%)] 32,5[28,4;36,9] 32,3 [29,4;35,4] 0,936
Taxa de gravidez evolutiva

Média % [IC 95%)] 29,3 [25,4;33,6] 30,2 [27,3;33,2] 0,741
Taxa de gravidez mdultipla

Média % [IC 95%] 25,7[19,3;33,2] 29,8 [24,9;35,2] 0,356
Taxa de abortamento clinico

Média % [IC 95%] 9,9 [6,0;15,7] 6,6 [4,3;10,0] 0,224

* Valores-p obtidos pelo ajuste de modelos de equacgbes de estimacdo generalizada, considerando a
dependéncia entre os pares formados pelo escore de propensdo e também a dependéncia entre as
transferéncias de uma mesma mulher.

No pareamento apresentado, o teste de qui-quadrado para o
desbalanceamento apresentou valor-p menor 0,001, indicando que ainda houve
evidéncias de desbalanceamento da amostra, com diferencas padronizadas maiores
para estagio de transferéncia de embrides (clivagem ou blastocistos) e niumero de
blastocistos transferidos. Por isso, ap0s 0 pareamento, estas variaveis foram incluidas
nas analises dos desfechos junto com o escore de propensdo, como variaveis de

controle na comparacao entre transferéncias a fresco e de embriées descongelados.
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As tabelas 10 e 11 trazem os desfechos na amostra pareada por

grupos, de acordo com o estagio em que foi realizada a transferéncia embrionaria:

clivagem ou blastocisto. Como se pode ver, a auséncia de diferenca estatisticamente

significante entre os grupos se manteve.

Tabela 10. Desfechos na amostra pareada por grupos, para embrides em estagio de clivagem

Freeze-all

Fresco

Desfechos (n=276) (n=863) Valor-p*
Taxa de gravidez clinica

Média % [IC 95%)] 27,5 [22,6;33,1] 32,3 [29,3;35,5] 0,125
Taxa de gravidez evolutiva

Média % [IC 95%] 24,3 [19,6;29,7] 30,1 [27,2;33,3] 0,052
Taxa de gravidez mdltipla

Média % [IC 95%] 31,6 [22,2;42,8] 30,5 [25,3;36,1] 0,853
Taxa de abortamento clinico

Média % [IC 95%] 11,8 [6,3;21,2] 6,8 [4,4;10,4] 0,209

*Valores-p obtidos pelo ajuste de modelos de equacdes de estimacdo generalizada, considerando a
dependéncia entre os pares formados pelo escore de propensdo e também a dependéncia entre as

transferéncias de uma mesma mulher

Tabela 11. Desfechos na amostra pareada por grupos, para embrides em estagio de blastocistos

Desfechos F(rr?:ig'la)” 'Err]iS?i()) Valor-p*
Taxa de gravidez clinica

Média % [IC 95%)] 39,8 [33,1;46,9] 32,4 [22,6;44,1] 0,262
Taxa de gravidez evolutiva

Média % [IC 95%)] 36,6 [30,1;43,7] 31,0 [21,4;42,6] 0,384
Taxa de gravidez mdultipla

Média % [IC 95%)] 19,7 [12,3;30,2] 21,7 [9,3;42,8] 0,837
Taxa de abortamento clinico

Média % [IC 95%)] 7.9 [3,6;16,5] 4,3[0,6;25,2] 0,500

*Valores-p obtidos pelo ajuste de modelos de equacdes de estimacdo generalizada, considerando a
dependéncia entre os pares formados pelo escore de propensdo e também a dependéncia entre as
transferéncias de uma mesma mulher
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou retrospectivamente uma coorte de
pacientes que obtiveram entre quatro e 15 Ovulos maduros, resposta considerada
normal a estimulacdo ovariana e que realizaram ciclos de fertilizacdo in vitro e
transferiram embrides durante o periodo estudado. O grupo de pacientes com resposta
normal a estimulacdo representou 70% do total de ciclos da nossa coorte de quase
seis mil ciclos. Optamos por néo incluir os casos que realizaram teste genético pre-
implantacional nos embrifes, pois esses ciclos sabidamente tém maiores taxas de
gravidez por ciclo e nas clinicas onde o estudo foi realizado todos os embrides
submetidos ao teste sdo congelados, o que impossibilitaria a compara¢cdo com o grupo
fresco.®®

O objetivo do estudo foi comparar as caracteristicas clinicas e os
desfechos relacionados a gravidez dos ciclos nos quais se optou por congelar todos os
embribes para transferéncia a posteriori (freeze-all) com aqueles nos quais optou-se
pela transferéncia de embrides a fresco (ciclo fresco).

Em nosso estudo, as pacientes nas quais a estratégia de freeze-all
foi indicada pelo médico foram as de melhor progndstico reprodutivo: eram mais
jovens, com mais 6vulos maduros e tiveram mais embrifes clivados de boa qualidade e
blastocistos disponiveis para transferéncia ou congelamento. Dois fatos podem ajudar
a explicar esse fendbmeno: primeiro, a equipe médica pode ter identificado maior risco
de sindrome de hiperestimulacdo nesse grupo, no qual a resposta normal alta (10 a 15
ovulos) foi mais prevalente. Segundo, pode ter havido receio em relacédo aos resultados
reprodutivos serem prejudicados por uma eventual ndo sobrevivéncia embrionéaria ao
descongelamento caso se tivesse optado pela estratégia de freeze-all no grupo com
resposta normal baixa (quato a nove 6vulos). Isso ajudaria a explicar porgue ciclos
frescos foram mais prevalentes nesse grupo.

Sabe-se que quanto mais os ciclos de tratamento precisam ser
repetidos, pior o progndstico reprodutivo do casal, sendo trés tentativas o limite mais
aceito como falha de implantac&o.®?

Em nossa coorte, embora uma mesma paciente possa ter realizado
mais do que um ciclo no periodo estudado, menos de 1% das pacientes com resposta

normal a estimulac&o ovariana incluidas na analise haviam feito mais de trés ciclos no
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periodo. Essa informacédo foi considerada na andlise estatistica dos dados e €
importante do ponto de vista clinico. Estudos prévios tém demonstrado vantagens do
freeze-all em casos de falha de implantacéo recorrente.(©0.61)

Uma eventual alta prevaléncia dessa situagdo em nossa populacao,
algo que nédo ocorreu, poderia fazer com que os resultados favorecessem a estratégia
de freeze-all em relacéo a transferéncia a fresco.

No presente estudo, a taxa de sobrevivéncia de embrides foi
superior a 97%, 0 que demonstra a seguranca e eficacia de vitrificacdo em nosso meio.
Esse resultado estd em concordancia com dados da literatura.*”

No entanto, cabe ressaltar que em quatro pacientes (0,85%)
nenhum embrido sobreviveu, ndo havendo transferéncia embriondria. Essa € uma
importante limitacdo que deve ser levada em consideragdo no momento da analise de
resultados, considerando intencao de tratar. Por isso, quando se opta pelo freeze-all de
forma indiscriminada, especialmente em pacientes com poucos 6vulos e embrifes,
deve-se ter em mente que um contingente de pacientes, mesmo provavelmente
pequeno, ndo terd nenhum embrido sobrevivente para transferéncia.

Analisando os dados crus, sem ajuste, nota-se que a taxa de
gravidez clinica no grupo que realizou freeze-all foi 2,8% mais alta, diferenca
estatisticamente significante. Apds a regressao logistica, duas variaveis explicativas,
idade da mulher e nimero de 6vulos, funcionaram como variaveis de confusdo na
analise: estavam associadas entre si, ao desfecho priméario (gestacdo clinica), e
também a opcdo de se congelar todos os embrides. Para as variaveis diagndstico da
infertilidade e drogas utilizadas para estimulacdo ovariana, embora tenha havido
diferenca de distribuicdo entre os grupos freeze-all e fresco, elas n&o se relacionaram
com os desfechos clinicos nessa populagéo.

Nossos achados em relacdo ao impacto da idade e o numero de
ovulos sobre as chances de gravidez séo corroborados por outros artigos cientificos e
por reportes de dados nacionais da América Latina, Europa e Estados Unidos.(¢:2022)

Em 2018, Zhu et al. publicaram estudo descritivo envolvendo 20687
mulheres que realizaram ciclos entre 2007 e 2016 na China e utilizaram a estratégia de
freeze-all. A idade da mulher e o nimero de évulos foram as duas variaveis que
estiveram estatisticamente associadas ao desfecho taxa cumulativa de nascido-vivo na
analise de regressao logistica multivariada. Embora seja um estudo retrospectivo, sem

grupo controle, os autores chamam atencao para a importancia dessas duas variaveis
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independentes (idade e numero de 6vulos) quando se toma a decisdo por ciclos de
freeze-all.(62)

Em nosso estudo, no modelo de regressdo logistica mdultipla,
encontramos uma interferéncia da idade em relagdo as taxas de gravidez clinica: para
pacientes com 40 anos ou mais, 0 freeze-all esteve associado a maior taxa de
gestacao clinica, de maneira estatisticamente significante. Esse beneficio da estratégia
de freeze-all para pacientes com mais idade ja havia sido demonstrado por Wang et al.
gue estudaram uma coorte de quase trés mil pacientes em 2017 e observaram que no
grupo acima de 35 anos o freeze-all obtinha melhores resultados do que em pacientes
mais jovens. Possiveis explicacdes para esse fendmeno seriam uma maior selecéo
embrionéria imposta pelo estresse do congelamento e descongelamento (essa selecao
seria mais importante clinicamente nas pacientes com mais idade, por terem embrides
com menor potencial de gravidez) e uma maior frequéncia de elevacédo precoce de
progesterona que prejudicaria a transferéncia a fresco (essa elevacdo também seria
mais comum e significante nas pacientes com mais idade).©?

Outra associacdo encontrada no modelo de regressdo logistica
multipla, foi entre transferir blastocisto descongelado e maior taxa de gestacao clinica,
gquando comparado a transferir blastocistos a fresco ou embribes em clivagem
descongelados, sinalizando que esse seria 0 melhor grupo para se indicar o freeze-all.

Esses achados estdo em concordancia com a literatura médica.

Shapiro et al., publicado em 2015, em um estudo clinico prospectivo
randomizado comparou dois grupos de pacientes com alta resposta a estimulacéo
ovariana: 71 ciclos com criopreservacao de todos os embrides em estagio de dois proé-
ndcleos e 69 ciclos com criopreservacado de todos os embrides em blastocisto, ambos
0s grupos utilizando a técnica de congelamento lento. N&o houve diferenca em relacao
as taxas de gravidez evolutiva entre os grupos (67,75% versus 69,1%, p=1,0000). A
taxa de formacédo de blastocisto por ovulo fertilizado (28,7% versus 41,1%, p=0,0010)
foi menor no grupo que fez o congelamento no estagio de dois pro-nucleos e o numero
de blastocistos supranumerarios apés a primeira transferéncia para uso futuro também
foi menor nesse grupo (1,9+2,3 versus 3,1+4,1, p=0.352). Embora a conclusdo dos
autores seja a de que ndo ha diferenca em relacdo as taxas de gravidez na primeira
transferéncia entre as duas estratégias, oS mesmos consideraram que ter mais

blastocistos formados e mais blastocistos supranumerarios congelados para uso futuro
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pode representar um ganho em termos de taxas de gravidez cumulativa e que portanto
congelamento de blastocistos deveria ser a rotina nos casos de freeze-all.6

He et al. fizeram um estudo retrospectivo comparativo de embrides
congelados por vitrificacdo em estigio de clivagem ou de blastocisto (um ou dois
embrides) em pacientes jovens (média etaria de 29 anos) e de alta resposta (média de
20 6vulos recuperados), em ciclos realizados na China entre 2010 e 2012. O estudo foi
publicado em 2016. As taxas de implantacdo foram significativamente maiores nos
grupos que transferiram blastocistos em comparacdo com as transferéncias em estagio
de clivagem: 59,49% (um blastocisto), 64,49% (dois blastocistos) e 45,01% (dois em
clivagem) (p=0,001). Embora a cultura estendida até blastocisto tenha resultado em
menor numero de embrides excedentes congelados nos dois grupos que transferiram
blastocistos em comparagéo ao grupo que transferiu embrides em clivagem (4,07+2,53
versus 3,85+2,46 versus 7,72+3,91, p=0,001), as taxas de gravidez cumulativa
(somando-se todas as transferéncias possiveis) ndo diferiram entre os grupos que
transferiram um ou dois blastocistos ou embrides em estagio de clivagem e foram
respectivamente: 61,43%, 73,58% e 62,06% (p=0,058). Como era de se esperar, no
grupo de pacientes que transferiu apenas um blastocisto houve menor taxa de
gestacdo multipla quando comparado ao grupo que transferiu dois (1,21% versus
48,72%, p=0,001). Diante desses resultados, os autores concluiram que em pacientes
jovens com muitos 6vulos e embrides em estagio de clivagem, a estratégia de cultura
estendida, freeze-all e transferéncia de um blastocisto descongelado oferece taxas de
gravidez cumulativas satisfatérias e reduz o risco de gestagcdo mdltipla.(©>

Zaca et al. realizaram estudo retrospectivo multicéntrico entre 2012
e 2016 em cinco centros italianos, publicado em 2018. A ideia dos autores foi avaliar a
taxa de nascido-vivo cumulativa em pacientes que tiveram entre 12 e 18 6évulos
coletados, comparando os grupos que optaram por ciclo fresco (n=435) e freeze-all
(n=129). As transferéncias foram realizadas em estagio de clivagem ou blastocisto e as
pacientes foram acompanhadas até terem um nascido-vivo ou até transferirem todos
0os embrides. A média de idade néo diferiu entre os grupos e foi de 34 anos (p=1). O
namero de embrides viaveis foi de 3,9+2,1 versus 4,5+2,2 (p< 0,01) e o nimero de
embrides transferidos foi de 1,7+0,9 versus 1,9+1,1 (p=0,04) para os ciclos fresco e de
freeze-all, respectivamente. A taxa de gravidez cumulativa foi de 45,5% no grupo com
a estratégia de primeira transferéncia a fresco versus 53,5% no grupo em que todas as

transferéncias foram de embrides descongelados (p=0,11). Quando analisado apenas
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0 grupo que transferiu embrido em estagio de blastocisto, a taxa de gravidez
cumulativa foi de 45,3% no Grupo Fresco (n=161) e 66,7% no Grupo Freeze-all (n=45),
sendo essa diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Os autores concluiram que
o uso do freeze-all é seguro em relacdo ao convencional em pacientes com boa
resposta a estimulacao ovariana e que pode ser superior em casos em que se combina
essa estratégia a criopreservacao no estagio de blastocisto. €6

Em nosso estudo, as variaveis de confusdo idade da mulher e
namero de 6vulos foram estatisticamente diferentes entre os grupos freeze-all e fresco,
o que fez com que utilizadssemos uma técnica de pareamento conhecida com escore de
propensdo. Por essa técnica, calcula-se um escore para cada paciente: esse escore
indica a probabilidade de ela fazer parte do Grupo Freeze-all baseado nas
caracteristicas idade da mulher e numero de évulos obtidos. Dessa forma conseguimos
comparar os resultados clinicos de uma paciente que congelou todos os embriées com
duas outras com caracteristicas muito parecidas com ela para essas duas variaveis,
mas que transferiram a fresco. Assim mimetizamos caracteristicas de um ensaio clinico
prospectivo randomizado, desenho ideal para comparar intervencdes terapéuticas,
dentro de um estudo observacional ndo randomizado, como 0 nosso, ao tornar os dois
grupos o mais balanceados possivel.(®?)

Embora haja perda de casos ao se fazer o pareamento por esse
método, essa foi a razdo pela qual optamos por essa técnica estatistica em detrimento
dos modelos de regresséo logistica maltipla, mais comuns em estudos retrospectivos.

Quando se fez a andlise no formato de caso-controle, pareado 1:2,
utilizando-se o método do escore de propensédo ajustado para essas duas variaveis
(idade da mulher e nimero de 6vulos), as diferencas estatisticamente significantes
descritas na analise de regressao logistica simples desapareceram. A diferenca
absoluta entre os grupos para taxa de gestacao clinica que era de 2,8% passou a ser
de 0,3% a favor do freeze-all, sem diferenca estatisticamente significante.

Outra variavel que consideramos relevante, o estagio em que se faz
a transferéncia, ndo pode ser ajustada no modelo de escore de propensdo por estar
muito desequilibrada entre os grupos: ndo houve casos suficientes de transferéncias de
blastocistos a fresco para fazer o balanceamento 1:2. Acreditamos que esse
desequilibrio tenha duas explicacfes: a primeira € que, na pratica clinica, ainda é muito
comum optar-se pela transferéncia dos melhores embrides no terceiro dia de vida

(clivagem) e cultivar os excedentes até blastocisto. Esse costume de querer “garantir”
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qgue ocorra pelo menos uma transferéncia a fresco em ciclos de fertilizacdo in vitro é
muito comum entre 0s casais, medicos e até entre 6rgaos reguladores, especialmente
em casos de resposta baixa ou normal baixa. Em alguns paises europeus, por
exemplo, sO existe reembolso dos custos de tratamento se houve transferéncia
embrionaria no ciclo, pois ela é, no limite, o que efetivamente possibilita a paciente
obter a gestacgéo.©®

A segunda explicacdo € que o grupo no qual se optou por
congelamento de todos os embrides era formado por pacientes mais jovens, com mais
ovulos e mais embrides. Para esse perfil, no qual h4 maior grau de certeza de que
havera a transferéncia, € comum na pratica clinica estender o cultivo embrionario até o
estagio de blastocisto: a intencdo € selecionar melhor os embrides a serem
transferidos, permitir que se transfira menos embrides mantendo a chance de gravidez
e reduzir o contingente de embrides a serem congelados, jA& que nem todos os
embribes aparentemente viaveis no terceiro dia continuardo se desenvolvendo até o
quinto ou sexto dia de vida na cultura estendida in vitro.

A pratica observada em nossa coorte, de se congelar
preferencialmente blastocistos quando se opta pelo freeze-all, tem suporte na literatura
corrente que aponta melhores resultados com essa estratégia. Surrey et al. estudaram
retrospectivamente 56 pacientes que tiveram todos os embrides congelados em
estagio de pré-nucleo e 31 casos em estagio de blastocisto, ambos os grupos pela
técnica de congelamento lento, entre 2004 e 2007. As pacientes que congelaram
blastocistos, quando comparadas ao grupo que congelou em estagio de pro-ndcleo,
eram mais jovens e tiveram mais 6vulos assim como as pacientes do nosso estudo. As
taxas de sobrevivéncia ao descongelamento foram de 85% no grupo que congelou em
estagio de pré-nacleo e 70% no grupo que congelou blastocistos, com risco relativo
para ndo sobrevivéncia de 1,350 (IC 95%1,114 — 1,636, p=0,003). Embora mais
embribes sobrevivessem no grupo que congelou em estagio de pré-nucleo, as taxas de
implantacéo (21,5% versus 40,8%, RR 0,729 [IC 95% 0,580 — 0,916], p=0,002) e as
taxas de nascido-vivo cumulativas (43,8% versus 67,6%, RR 0,726 [IC 95% 0,553 —
0,952], p=0,026) foram significativamente menores no grupo que congelou no estagio
de dois pro-ndcleos. Surrey et al., em 2010, sugeriram que o congelamento de todos os
embrides com o intuito de se prevenir sindrome de hiperestimulagédo em pacientes com
alta resposta deveria ser feito no estagio de blastocisto, por permitir maiores taxas de

gravidez cumulativa.@®
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Em 2015, Chen et al. estudaram uma corte retrospectiva de 162
mulheres que nao realizaram transferéncia a fresco devido ao risco de
desenvolvimento de sindrome de hiperestimulagdo ovariana. Eram pacientes jovens
(média etéria de 29 anos), e para andlise, foram divididas em dois grupos: pacientes
que tiveram seus embrides vitrificados para posteriormente serem descongelados e
transferidos em estagio de clivagem (n=70) ou blastocisto (n=92). O grupo que
transferiu blastocistos, transferiu menos embrides (2,11 versus 2,37, p=0,02) e teve
taxas de implantacdo (31,44% versus 18,67%, p<0,05) e gestacdo clinica mais altas
(47,83 versus 31,43, p<0,05). Apesar de nao ter havido diferencas nas taxas de
gestacdo multipla (34,09% versus 36,36%, valor-p ndo significativo), os autores
concluiram que em pacientes com risco de desenvolvimento de sindrome de
hiperestimulacdo ovariana a criopreservacao de blastocistos é mais interessante, pois
permite a transferéncia de menos embrides com as mesmas taxas de gravidez quando
comparado a embrides em estagio de clivagem, o que torna o tratamento mais
seguro.®

Para compensar essa diferenca de nossa coorte em relacdo ao
estagio embrionario na transferéncia que se manteve entre 0s grupos mesmo apos a
aplicacao do escore de propensado, optamos por analisar dois subgrupos: transferéncia
em estagio de clivagem e de blastocisto. Houve uma diferenca absoluta a favor do
freeze-all para os casos em que se transferiu blastocistos em relacdo as taxas de
gestacao clinica: 39,8% versus 32,4%. Em relacdo as taxas de gravidez clinica apés
transferéncias em estagio de clivagem fendmeno oposto: 32,3% no ciclo fresco versus
27,5% no ciclo com freeze-all. Essas diferencas tém importancia clinica, mas néo
alcancaram significAncia estatistica, provavelmente devido & perda de tamanho
amostral ao se optar pelo pareamento 1:2 da coorte para o método do escore de
propensdo e pela analise de subgrupos de acordo com estagio de transferéncia
embrionéria.

Nosso estudo tem algumas limitagdes inerentes ao seu desenho. Na
coorte analisada de ciclos com resposta normal a inducdo da ovulacdo, 175 casos
tinham dados incompletos e inconsisténcias. Dados incompletos e inconsisténcias sao
esperados em estudos retrospectivos envolvendo banco de dados e revisdo de
prontuarios médicos e acreditamos que a quantidade que tivemos (4,21%) n&o
comprometeu a analise dos dados, por isso ndo aplicamos ferramentas estatisticas

para esse fim como previamente descrito na literatura.(")
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Outra limitacdo a se considerar € que as razdes pelas quais se
optou pelo freeze-all ndo estavam explicitas no banco de dados e nem se teve acesso
aos niveis séricos de progesterona no dia da deflagracdo da ovulagéo (trigger). Esse
ualtimo ponto tem importancia clinica e € bastante discutido na literatura médica.

Roque et al., no ano de 2015, publicaram um estudo observacional
com uma corte de pacientes com resposta normal a inducdo da ovulacéo: ciclo fresco
(n=351) e o ciclo com freeze-all (n=179). ApGs analise de regressao logistica multipla,
encontrou-se uma razado de chances de 1,73 (IC 95% 1,16 - 2,58, p=0,008)
favorecendo o freeze-all para gestacdo evolutiva. Como o estudo envolveu apenas
pacientes com reposta normal a estimulacdo ovariana e niveis séricos de progesterona
no dia do trigger £1,5ng/dL, os autores concluiram que os resultados clinicos dos
tratamentos de fertilizag&o in vitro poderiam ser melhorados pelo emprego do freeze-all
também nesse grupo de pacientes.(")

Em 2016, Healy et al. publicaram os resultados de uma analise de
uma coorte retrospectiva na qual comparavam o efeito da elevagéo da progesterona no
dia do trigger (niveis séricos acima de 2ng/dL) sobre a qualidade embrionaria e
endometrial e sobre as taxas de implantacdo e gravidez. Houve comparacdes entre
trés grupos diferentes: a mesma paciente apds dois ciclos de transferéncia, sendo
primeira a fresco e segunda descongelada (n=608); pacientes diferentes com
transferéncia a fresco (n=3269) ou de descongelado (n=834) independente da
qualidade embrionaria e pacientes diferentes que sé transferiram blastocistos de boa
qualidade a fresco (n=1437) ou descongelados (n=595). Os autores ndo observaram
interferéncia da qualidade embrionaria nos resultados. Entretanto, quando compararam
as taxas de nascido-vivo por transferéncia em pacientes com progesterona elevada
que transferiam embrides a fresco e descongelados, os resultados foram: 10% versus
47% (p=0,02) no grupo pareado para a mesma paciente, 15% versus 51% (p=0,001)
na comparacdo entre pacientes diferentes transferindo a fresco ou descongelado e
28% versus 51% (p=0,03) na comparacao entre pacientes diferentes que transferiram
embrides de boa qualidade. Os autores concluiram que o congelamento de todos os
embribes para ciclos nos quais a progesterona se eleva acima de 2ng/dL é
recomendavel, e que essa elevacdo nédo teria efeito negativo sobre a qualidade
embrionaria.(’?

Aghahosseini et al. em 2017 publicaram estudo prospectivo

randomizado envolvendo 72 mulheres com nivel sérico elevado de progesterona no dia
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do trigger (acima de 1,8ng/dL). As pacientes tinham bom progndstico reprodutivo:
média etaria de 31 anos e numero meédio de 6vulos maduros de 10. Elas foram
divididas em dois grupos: 36 fizeram ciclo fresco e 36 ciclos com freeze-all. Ambos os
grupos transferiram em estagio de blastocisto, um ou dois embrides. A taxa de nascido-
vivo foi de 41,66% (15/36) para ambos os grupos. Os autores concluiram que para
esse grupo de pacientes com niveis de progesterona sérica elevada no dia do trigger o
congelamento de todos os embrides ndo resultou em melhores resultados reprodutivos
comparado a transferéncia a fresco.(®

Wang et al. em 2017 publicaram estudo retrospectivo multicéntrico
realizado nos Estados Unidos envolvendo 13791 ciclos, dos quais foram extraidos
1455 ciclos com freeze-all e 1455 frescos, que foram pareados 1:1 para idade, indice
de massa corpOrea, diagnéstico, testes de reserva ovariana, numero de o6vulos e de
embrides disponiveis e transferidos. A média etaria apds o pareamento foi de 34 anos
e 0 numero médio de 6vulos foi de 21, ou seja, eram pacientes de alta resposta a
estimulagdo ovariana e de alto risco para sindrome de hiperestimulacdo ovariana.
Comparando-se os grupos fresco e freeze-all os resultados foram: taxa de implantacao
de 42% versus 46,8% (p<0,01) e taxa de gravidez evolutiva de 45,3% versus 52%
(p<0,001). A razdo de chances para gravidez evolutiva foi 1,31 (IC 95% 1,13 — 1,51,
p<0,001) favorecendo o grupo com transferéncia de descongelados. Nesse estudo, 0s
autores ainda fizeram uma analise secundaria de acordo com o nivel sérico de
progesterona no dia do trigger da ovulagcéo. Para os casos com nivel abaixo de 1ng/dL,
nao houve diferenca entre o grupo fresco e freeze-all. Para os casos com nivel sérico
de progesterona no dia do trigger da ovulagdo acima de 1ng/dL, houve mais gestacdes
evolutivas no grupo que transferiu embrides descongelados. Isso foi mais evidente nas
pacientes acima de 35 anos: 35,2% em 374 ciclos versus 48,4% em 395 ciclos, com
razao de chances de 1,73 (IC 95% 1,34 — 2,24, p<0,0001). Os autores concluiram que
a estratégia de freeze-all para pacientes de alta resposta a estimulacdo resulta em
melhores taxas de implantacéo e gravidez evolutiva do que a transferéncia a fresco. Os
autores destacam que isso ocorre possivelmente por um efeito deletério da
estimulacdo ovariana sobre o endométrio e que esse efeito parece ser ainda mais
pronunciado em casos de elevagcédo prematura de progesterona e em pacientes com
mais de 35 anos.®3

Como se pode ver, embora haja uma preocupacdo em torno dos

niveis séricos de progesterona no dia do trigger da ovulacdo, ndo existe um consenso
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sobre o valor de corte a ser adotado como limite para se indicar o freeze-all. Uma
questdo importante quando se consideram 0s niveis séricos de progesterona € sua
relacdo com os niveis de estradiol. Alguns autores sugerem utilizar a relacdo
progesterona/estradiol elevada (valor de corte superior a 1) como forma de diferenciar
0s casos em que a elevagédo teria maior impacto negativo sobre a implantacéo. (747

Outra limitacao do presente estudo € nao ter tido acesso aos dados
perinatais dos ciclos estudados. Estudos recentes tém demonstrado diferengas entre
os ciclos com transferéncia a fresco e de embrides descongelados também para
desfechos obstétricos e perinatais: restricdo de crescimento fetal e baixo peso ao
nascer, por exemplo, estdo mais associados a transferéncias a fresco enquanto pré-
eclampsia esteve mais associada a ciclos de transferéncia de descongelados.
Transferéncias de embrides descongelados também estdo menos associadas a
morbidade perinatal.(77-89)

Em nosso estudo, o intervalo médio de tempo entre o congelamento
de todos os embrides e a transferéncia foi de 83 dias. Houve 13 casos em que esse
intervalo foi superior a um ano (sendo o valor maximo de 966 dias). As informagfes
obtidas no banco de dados e em prontuario ndo permitiram dizer porque os intervalos
foram tdo longos nesses casos, mas é provavel que a intencdo dos casais desde do
inicio era de preservacéao da fertilidade a fim de postergar a gestacao. Por isso, para se
ter uma estimativa mais proxima de qual o intervalo de tempo entre o congelamento e a
primeira transferéncia para casos onde a intencdo nao era preservacao de fertilidade,
optamos por analisar a mediana de tempo, que foi de 54 dias.

A importéncia clinica desse intervalo de tempo é bastante discutida
na literatura. Estudo retrospectivo de Higgins et al. avaliou 4994 pacientes que
transferiram embrides descongelados entre 2000 e 2014 na Austrélia e Nova Zelandia.
As pacientes foram divididas em dois grupos: transferiram embrides entre 25 a 35 dias
ou de 50 a 70 dias apds a coleta de 6vulos. Os autores encontraram menor taxa de
nascido-vivo para o grupo com maior intervalo de tempo: 21,5% versus 27,6%, com
razao de chances ajustada de 1,36 (IC 95% 1,07 — 1,74, p=0,013). O trabalho envolvia
apenas 13,7% de casos de freeze-all no grupo de 50 a 70 dias de intervalo e 30,6% no
de 25 a 35 dias de intervalo. Os demais casos eram de pacientes que haviam
transferido a fresco e estavam fazendo uma segunda transferéncia de embribes
descongelados. Mesmo ap0s parear a coorte para essa e outras variaveis, as

diferencas permaneceram em favor do grupo com menor intervalo: 22,1% versus
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27,6%, com razao de chances de 1,31 (1,02 — 1,67, p=0,032). Os autores concluiram
gue a estratégia de aguardar mais de um ciclo menstrual para transferir os embrides
congelados depois da estimulagdo nao se justificou.®

Kaye et al. publicaram em 2018 estudo retrospectivo envolvendo
pacientes que fizeram transferéncia de embrides descongelados de ciclos de
fertilizacdo realizados entre 2013 e 2016. A ideia central foi avaliar se o tipo de droga
utilizada para o trigger ao final da estimulagcéo ovariana (hCG ou agonistas do GnRH) e
o tempo decorrido entre essa estimulacdo e a transferéncia de embrides (ciclo imediato
ou ciclos subsequentes até 120 dias) poderiam impactar sobre as taxas de gravidez
evolutiva. O intervalo de tempo médio para o grupo imediato foi de 37 dias (23-78 dias)
e para o grupo de ciclos subsequentes até 120 dias foi de 69 dias (variando de 51 a
120 dias). No primeiro grupo, 59 dos 80 ciclos (73,8%) eram ciclos de freeze-all
enguanto que no segundo 167 de 264 ciclos (63,3%) o eram. A razdo de chances para
gravidez evolutiva ajustada para o tipo de trigger no grupo transferéncia tardia em
comparacao com transferéncia imediata foi de 1,48 (p=0,17). Os autores concluiram
que ha uma tendéncia de que transferir embrides descongelados mais tardiamente
seria melhor em comparacdo a transferir no primeiro ciclo apdés a coleta de o6vulos,
independente do tipo de trigger da ovulacéo utilizado.®?

Ozgur et al. analisaram dados retrospectivos de 1191 ciclos de
transferéncia de embrides vitrificados estratificados para os seguintes intervalos: 32 a
46 dias, 47 a 61 dias, 62 a 76 dias, 77 a 91 dias e 92 dias ou mais. Apés ajuste para
namero de embrides transferidos, tipo de droga utilizada no trigger, nimero de 6vulos
obtidos e idade materna, os autores ndo encontraram qualquer associacao da variavel
estudada em relagcédo ao desfecho nascido-vivo. Concluiram que ndo ha razéo para se
postergar a transferéncia de embrido em mais de um ciclo quando se opta pelo freeze-
all.(®)

Lattes et al. compararam 263 pacientes que transferiram embrides
no primeiro ciclo menstrual com pacientes que esperaram dois ou mais ciclos (tempo
meédio de 24,8+3,99 dias versus 76,5+£37,6 dias, p<0,001). Na analise multivariada, néo
houve diferenca em relacdo a taxa de nascido-vivo entre os dois grupos, com razao de
chances de 0,727 (IC 95% 0,489 — 1,080, p=0,115). Os autores concluiram que em
ciclos com freeze-all, iniciar o ciclo de preparo para transferéncia de descongelados
logo depois da coleta de Ovulos, quando a paciente menstruava, nao impactou de

maneira negativa sobre os resultados de gravidez.®4
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Em 2018, Bourdon et al. publicaram estudo observacional
retrospectivo sobre ciclos de freeze-all realizados na Franca entre 2012 e 2015. A
média etaria das pacientes era de 33 anos e o numero médio de 6vulos recuperados
de 15. A principal indicagéo para o congelamento de todos os embrides foi o risco de
sindrome de hiperestimulacdo ovariana. O objetivo dos autores foi avaliar se o tempo
decorrido entre o congelamento e a transferéncia faria diferenca em relacéo a taxa de
gestacdo e resultados perinatais. As mulheres foram divididas em dois grupos:
transferiram no primeiro ciclo pés-fertilizacéo (n=188) ou esperaram dois ou mais ciclos
(n=265). As taxas de nascido-vivo foram de 31,38% versus 29,72% (p=0,696), a
incidéncia de prematuridade foi de 6,78% versus 8,24% (p=0,505) e de baixo peso ao
nascer foi 3,39% versus 7,32% (p=0,271) para a transferéncia imediata e retardada,
respectivamente. Nao houve diferencga estatisticamente significante entre os grupos. A
conclusdo dos autores foi que retardar a transferéncia de embrides em casos de
freeze-all por mais de um ciclo em comparacéo a retardar por apenas um ciclo néo traz
beneficios em termos de maior chance de nascido-vivo e de resultados perinatais.®)

Nota-se, portanto, que ha um consenso na literatura de que o
intervalo de tempo entre o congelamento dos embrides e a transferéncia apdés o
descongelamento tem pouco ou nenhum impacto sobre os resultados clinicos obtidos
com a transferéncia. Embora ndo tenhamos avaliado essa associagcdo em no0SsoO
estudo, a consideramos de pouca importancia clinica frente ao que ja se tem na
literatura médica. Fato indiscutivel, porém, € que a estratégia de freeze-all aumenta o
tempo para se realizar a transferéncia, que no limite € o que permitird a paciente
engravidar. Além disso, aumenta custos porque gera congelamentos e
descongelamentos obrigatérios que ndo necessariamente ocorreriam ao se optar pelo
ciclo fresco. Nao ha unanimidade em relacdo a sua custo-efetividade, havendo
resultados favoraveis, neutros e desfavoraveis em relacéo ao freeze-all.(3.86.87)

Em nosso estudo, observamos que o freeze-all para pacientes com
resposta normal a inducdo da ovulacdo apresentou taxas equivalentes de gravidez
clinica quando comparado ao ciclo fresco. Esses achados dao seguranca para
aplicacdo do freeze-all na pratica clinica em nosso meio. Seu uso para todas as
pacientes, como rotineiramente se faz para pacientes de alta resposta a inducédo da
ovulacéo, entretanto, ndo se sustenta a luz dos nossos resultados e das evidéncias

atuais.
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5 CONCLUSOES

1. O freeze-all para pacientes com resposta normal a inducdo da
ovulacdo apresentou taxas equivalentes de gravidez clinica quando comparado ao
ciclo fresco;

2. As pacientes do grupo freeze-all eram mais jovens, apresentavam
diferente distribuicdo das causas de infertiidade, com mais frequéncia utilizaram
gonadotrofinas com antagonistas do GnRH para estimulagcdo ovariana e tiveram mais
ovulos e melhor qualidade embrionéria do que aquelas que transferiam a fresco;

3. A idade e o numero de 6vulos estiveram associados ao desfecho
primario gestacao clinica;

4. Quando ajustado para idade da mulher e numero de o6vulos
obtidos, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as pacientes que
transferiram embrides a fresco e as que transferiram embribes descongelados em
relacdo as taxas de gravidez (clinica, evolutiva e mdultipla), a taxa de implantacdo e a
taxa de abortamento;

5. A transferéncia de blastocistos descongelados esteve associada a
maior probabilidade de gestacdo clinica, quando comparada a transferéncia de
blastocistos frescos e quando comparada a transferéncia de embrides em estagio de
clivagem descongelados;

6. A estratégia de freeze-all esteve associada a maior probabilidade

de gestacéo clinica para mulheres a partir dos 40 anos.
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Abstract

Introduction: The most common clinical practice in IVF cycles is fresh embryo transfer
in the same cycle of the ovulation induction. This strategy increases the risk of ovarian
hyperstimulation syndrome and unfavorable obstetric and perinatal outcomes such as
fetal growth restriction and low birth weight. It may also alter endometrial receptivity and
negatively impact embryonic implantation rates. With the current embryonic freezing
technique called vitrification, embryonic survival rates after thawing are higher than 90%
and pregnancy rates similar to fresh transfer, especially in cases of high response to
ovulation induction. In order to prevent or minimize these adverse effects of fresh
embryo transfer, all embryos can be frozen after ovulation induction for deferred
transfer, a strategy known as freeze-all. Purpose: To compare the clinical pregnancy
rate of in vitro fertilization cycles in patients with normal response to ovulation induction
(4 to 15 mature eggs retrieved) who performed a fresh transfer or freeze-all strategy.
Methods: A retrospective cohort study was carried out to analyze the medical records
and database of private human reproduction centers between 2013 and 2017 involving
women submitted to in vitro fertilization treatments with a normal response to ovarian
stimulation. The groups were paired by the propensity score method and balanced for
age and number of eggs. Results: A total of 3679 cycles of in vitro fertilization were
analyzed, with 3208 conventional cycles and 471 segmented cycles. The mean age
was 35.26 years and the mean number of eggs was 7.53. The patients who underwent
segmented cycle were younger and had more mature eggs collected. When paired for
both variables by the propensity score method, there was no statistically significant
difference between the groups in relation to the clinical pregnancy rate: 32.5% for the
segmented cycle and 32.3% for the conventional cycle (p=0.936), regardless the
development stage of the transferred embryos. Conclusion: When adjusted for the age
of the woman and the number of eggs obtained, there was no statistically significant
difference in clinical pregnancy rates between the patients who underwent fresh transfer

and those who had frozen all the embryos.

Keywords: Fertilization in vitro; Embryo transfer; Cryopreservation; Ovulation induction;

Ovarian hyperstimulation syndrome



Bibliografia consultada

1. Agresti A. Categorical data analysis. 2nd ed. Danvers: Wiley Interscience; 2002.

2. Pinheiro JC, Bates DM. Mixed-effects models in S and S-Plus. New York: Springer-Verlag;
2000.

3. Altman DG. Practical statistics for medical research. London: Chapman & Hall/CRC; 1991.

4. Rosenbaum PR, Rubin DB. Constructing a control group using multivariate matched
sampling methods that incorporate the propensity score. Am Stat. 1985;39(1):33-8.

5. Liang KY, Zeger SL. Longitudinal data analysis using generalized linear models. Biometrika.
1986;73(1):13-22.

6. R Core Team. R: a language and environment for statistical computing. Vienna: R
Foundation for Statistical Computing; 2015.

7. Corp IB. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 24.0. Armonk (NY): IBM Corp; 2016.
8. Bowers J, Fredrickson M. Package 'Rltools": randomization inference Tools, 2018.

9. Hansen BB, Bowers J. Covariate balance in simple, stratified and clustered comparative
studies. Stat Sci. 2008;23(2):219-36.

10. Ho DE, Kosuke I, King G, Stuart EA. Matching as nonparametric preprocessing for reducing
model dependence in parametric causal inference. Polit Anal. 2007;15(3):199-236.



