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INFORMAGOES GERAIS

1. O JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod) é
publicagdo oficial da Sociedade Brasileira de Reprodugdo
Assistida (SBRA - www.sbra.com.br) e da Rede Latino-
americana de Reprodugdo Assistida (www.redlara.com)
para conteldos cientificos, com periodicidade trimestral.
E dirigido a especialistas e pesquisadores em saude, par-
ticularmente ginecologistas, andrologistas, bidlogos, uro-
logistas e embriologistas. Sao aceitos para avaliagdo estu-
dos basicos e clinicos nas areas de reproducdo assistida,
infertilidade, genética reprodutiva, imunologia reproduti-
va, andrologia, microbiologia reprodutiva, laboratério em
reprodugdo assistida e endocrinologia ginecoldgica, sob a
forma de artigos originais, artigos de revisdo, artigos de
atualizagdo e relatos de caso (conforme detalhamento a
seguir). Os artigos podem ser submetidos nos idiomas por-
tugués, espanhol ou inglés. Autores interessados em tra-
duzir seu artigo para inglés podem solicitar um orgamento
de tradugdo ao J Bras Rep Assist.

2. Artigos submetidos ao JBRA Assisted Reproduction devem
ser inéditos, isto €, ndo devem ter sido publicados nem sub-
metidos para analise por outras revistas, no todo ou parcial-
mente. Em casos de figuras ja publicadas, autorizagdo deve
ser obtida e a fonte deve ser citada. Uma vez publicados, os
artigos passam a ser de propriedade da SBRA.

3. As InstrugGes para Autores do JBRA Assisted Reproduc-
tion incorporam as recomendagdes dos Uniform Require-
ments for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals. A
versao completa do texto esta disponivel em www.icmje.org.
Manuscritos que estiverem em desacordo com as instrugdes
aqui apresentadas serdo devolvidos para a incorporagdo de
ajustes antes da avaliagdo pelo Conselho Editorial.

4. Todo artigo publicado no JBRA Assisted Reproduction
passa pelo processo de revisdo por especialistas (peer re-
view). Os artigos submetidos sdo primeiramente encami-
nhados aos editores para uma avaliagao inicial quanto ao
escopo do trabalho e as exigéncias editoriais do Jornal. Se
a avaliagdo é positiva, o artigo é enviado a dois revisores
especialistas na area pertinente. Todo o processo é andni-
mo, ou seja, os revisores sdo cegos quanto a identidade dos
autores e seu local de origem e vice-versa. Apds a avaliagdo
do artigo pelos revisores, os artigos podem ser aceitos sem
modificagdes, recusados ou devolvidos aos autores com su-
gestdes de modificagdes, sendo que cada artigo pode retor-
nar varias vezes aos autores para esclarecimentos e modifi-
cagles, sem que isso implique necessariamente a aceitagao
futura do trabalho.

5. O numero de autores de cada manuscrito fica limitado a
seis. O conceito de co-autoria implica contribuicdo substan-
cial na concepgdo e planejamento do trabalho, anadlise e in-
terpretagdo dos dados e redagao ou revisao critica do texto.
Contribuigdes significativas feitas ao estudo, mas que ndo
se enquadram nesses critérios, podem ser citadas na segao
de agradecimentos.

6. Artigos de pesquisas clinicas (clinical trials) devem ser
registrados em um dos Registros de Ensaios Clinicos valida-
dos pelos critérios estabelecidos pela Organizagdao Mundial
da Saude e pelo International Committee of Medical Journal
Editors (por exemplo, www.actr.org.au, www.clinicaltrials.
gov, Www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/index/htm e
www.trialregister.nl). O nimero de identificagdo do estudo
devera ser apresentado ao final do resumo.

7. Para textos que forem aceitos para publicagdo, uma de-
claragdo, assinada por todos os autores devera ser enviada
a revista, contendo as seguintes informagdes: a) o manus-
crito é original; b) o manuscrito ndo foi publicado nem sub-
metido a outra revista, nem o serd se vier a ser publicado
no JBRA Assisted Reproduction; c) todos os autores parti-
ciparam ativamente na elaboragdo do estudo e aprovaram
a versdo final do texto; d) situagdes de potencial conflito
de interesse (financeiro ou de outra natureza) estdo sendo
informadas; e) foi obtida aprovagao do estudo pelo comi-
té de ética da instituigdo a qual o trabalho estd vinculado

Instrugdes para Autores

(para artigos que relatam dados de pesquisa experimental;
f) foi obtido consentimento informado dos pacientes inclu-
idos no estudo (quando aplicavel). As informagdes sobre a
aprovacgdo do estudo por comité de ética e a obtengdo de
consentimento informado também devem constar na segdo
Métodos do artigo.

8. Antes da publicagdo dos artigos aceitos, os autores cor-
respondentes receberdo, via e-mail, em arquivo PDF, o ar-
tigo editorado para aprovacdo. Nessa fase, as corregdes
devem limitar-se a erros tipograficos, sem alteragdo do
conteldo do estudo. Os autores deverdo devolver as provas
aprovadas via e-mail ou fax até 48 horas apds o recebimen-
to da mensagem.

TIPOS DE ARTIGOS PUBLICADOS

Artigos originais. Trabalhos resultantes de pesquisa cien-
tifica que apresentam dados originais sobre aspectos ex-
perimentais ou observacionais de carater médico, bioldgi-
co, bioquimico e psicossocial e incluem anadlise estatistica
descritiva e/ou inferéncias de dados préprios. Esses arti-
gos tém prioridade para publicacdo. Devem ser compostos
de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto (dividido nas segdes Introdugdo, Métodos,
Resultados, Discussao ou equivalentes, Conclusdes), agra-
decimentos (se aplicavel), lista de referéncias (maximo de
40), tabelas (se houver), legendas de figuras (se houver) e
figuras (se houver).

Artigos de revisao. Trabalhos que tém por objetivo resu-
mir, analisar, avaliar ou sintetizar trabalhos de investigagao
ja publicados em revistas cientificas. Devem incluir sintese
e analise critica da literatura levantada e ndo ser confun-
didos com artigos de atualizagdo. Devem ser compostos
de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto, lista de referéncias, tabelas (se houver),
legendas de figuras (se houver) e figuras (se houver).
Artigos de atualizagdo ou opinido. Trabalhos que relatam
informagGes geralmente atuais sobre tema de interesse
para determinadas especialidades (por exemplo, uma nova
técnica ou método). Tém caracteristicas distintas de um ar-
tigo de revisdo, visto que ndo apresentam analise critica
da literatura. Devem ser compostos de: pagina de rosto,
resumo e palavras-chave, abstract e keywords, texto, lista
de referéncias, tabelas (se houver), legendas de figuras (se
houver) e figuras (se houver).

Relatos de caso. Artigos que representam dados descri-
tivos de um ou mais casos, explorando um método ou pro-
blema através de exemplo(s). Os casos escolhidos devem
ser de grande interesse, com doenga ou evolugao incomuns
ou submetidos a tratamentos inusitados ou alternativos.
Podem envolver humanos ou animais e devem apresentar
as caracteristicas do individuo estudado (sexo, idade, etc.).
Devem ser compostos de: pagina de rosto, resumo e pala-
vras-chave, abstract e keywords, texto (dividido nas segdes
Introdugdo, Descrigdo do caso e Discussao ou equivalen-
tes), lista de referéncias, legendas de figuras (se houver) e
figuras (se houver).

Cartas ao leitor. Cartas ao editor comentando, discutindo
ou criticando os artigos publicados no JBRA Assisted Repro-
duction serdo bem recebidas e publicadas desde que aceitas
pelo Conselho Editorial. Devem ser compostas de: titulo,
nome do autor, identificacdo da publicacdo que esta sendo
comentada e lista de referéncias (se houver). Recomenda-
se um maximo de 500 palavras, incluindo referéncias. Sem-
pre que possivel, uma resposta dos autores serd publicada
juntamente com a carta.

PREPARAGCAO DOS ORIGINAIS

Utilize preferencialmente o processador de texto Microsoft
Word®. Os trabalhos devem ser digitados em fonte Times
New Roman tamanho 12, espago simples, alinhados a es-
querda, iniciando cada secdo em pagina nova, na seguinte
ordem: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract
e keywords, texto, agradecimentos, lista de referéncias, ta-
belas, legendas de figuras e figuras. Todas as paginas de-
vem ser numeradas.
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Siglas devem ser definidas por extenso na primeira ocorréncia
no texto; apds a primeira ocorréncia, somente a sigla devera
ser utilizada. No resumo, o uso de siglas deve ser evitado.
Substancias devem ser apresentadas utilizando seu nome
genérico. Se relevante, o nome comercial da substéncia e o
fabricante podem ser informados entre parénteses.

A apresentacdo de unidades de medida deve seguir o siste-
ma internacional (SI).

Genes de animais devem ser apresentados em italico com ini-
cial mailscula (exemplo: Sox2); genes de seres humanos tam-
bém devem ser apresentados em italico, porém com todas as
letras maiusculas (exemplo: SOX2). Proteinas devem seguir o
mesmo padrdo de mailsculas/mindsculas, porém sem italico.

PAGINA DE ROSTO

A pagina de rosto deve conter:

- Titulo conciso e explicativo, representando o contetido do
trabalho, em portugués e inglés

- Titulo resumido (maximo de 40 caracteres)

- Nomes dos autores

- Afiliagdo dos autores, indicando departamento/unidade,
instituigdo e regido geografica

- Nome da instituicdo onde o trabalho foi executado

- Informagdes sobre auxilios recebidos sob a forma de fi-
nanciamento, equipamentos ou medicamentos

- Congressos onde o estudo foi apresentado

- Nome, enderego, telefone, fax e email do autor correspon-
dente

RESUMO E ABSTRACT

Todos os trabalhos devem apresentar um resumo em portu-
gués e um abstract em inglés. Trabalhos escritos em espa-
nhol devem apresentar, além do resumo no idioma original,
também um resumo em portugués e um abstract em inglés.
O contelido dos textos deve ser idéntico, e ndo deve ultra-
passar 250 palavras. Para artigos originais, o resumo deve
ser estruturado como segue: Objetivo, Métodos, Resultados
e ConclusGes. Para relatos de caso, artigos de revisao e
artigos de atualizagdo, o resumo ndo deve ser estruturado.
Deve-se evitar o uso de abreviagdes no resumo, e ndo de-
vem ser citadas referéncias.

Logo ap6s o resumo/abstract/resumen, deverdo ser apre-
sentadas de trés a seis palavras-chave que sejam integran-
tes da lista de Descritores em Ciéncias da Saude (http://
decs.bvs.br).

AGRADECIMENTOS

Esta segdo é dedicada a reconhecer o trabalho de pessoas
que tenham colaborado intelectualmente, mas cuja contri-
buigdo ndo justifica co-autoria, ou de pessoas ou institui-
c¢Oes que tenham dado apoio material.

REFERENCIAS

No texto, as citacGes serdo identificadas entre parénteses,
pelo sobrenome do autor seguido do ano de publicagao.
Exemplos: um autor (Steptoe, 1978), dois autores (Edwards
& Steptoe, 1980), mais de dois autores (Van Steirteghem
et al., 1988).

A lista de referéncias deve ser apresentada em ordem alfa-
bética (Ultimo sobrenome de cada autor seguido das duas
primeiras iniciais), e ndo deve ser numerada. Trabalhos do
mesmo autor devem ser ordenados cronologicamente; tra-
balhos de mesmo autor e ano devem ser identificados com
letras apds o ano (2000a, 2000b, etc.). A apresentacdo das
referéncias seguird os modelos propostos nos Uniform Re-
quirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Jour-
nals (ver exemplos a seguir). Todas as referéncias citadas
na lista devem ser mencionadas no texto e vice-versa.

1. Artigo de periédico

Edwards RG, Steptoe PC, Purdy JM. Establishing full-term
human pregnancies using cleaving embryos grown in vitro.
Br J Obstet Gynaecol. 1980;87:737-56.

2. Livro

Wolf DP, Quigley MM, eds. Human in vitro fertilization and
embryo transfer. New York: Plenum Press; 1984.
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3. Capitulo de livro

Simpson JL. Gonadal dysgenesial and sex abnormalities:
phenotypic-karyotypic correlations. In: Vallet HL, Porter IH,
eds. Genetic mechanisms of sexual development. New York:
Academic Press; 1979. p. 365-77.

4. Artigo de revista eletronica

Abood S. Quality improvementinitiativein nursinghomes: the
ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [revista eletrénica].
2002 Jun [citado 2002 ago 12];102(6):[aproximadamente 3
p.]. Disponivel em: http://www.nursingworld.org/AIJN/2002/
june/Wawatch.htm.

5. Artigo publicado na Internet:

Wantland DJ, Portillo CJ, Holzemer WL, Slaughter R, McGhee
EM. The effectiveness of web-based vs. non-web-based
interventions: a meta-analysis of behavioral change out-
comes. J Med Internet Res. 2004;6(4):e40. Disponivel em:
http://www.jmir.org/2004/4/e40/. Acessado: 29/11/2004.

6. Site

Oncolink [site na Internet]. Philadelphia: University of Penn-
sylvania; c1994-2006. [atualizado 2004 set 24; citado 2006
mar 14]. Disponivel em: http://cancer.med.upenn.edu/.

7. Software
Smallwaters Corporation. Analysis of moment structures:
AMOS [software]. Version 5.0.1. Chicago: Smallwaters; 2003.

TABELAS E FIGURAS

Tabelas e figuras (graficos, fotografias, etc.) devem ser
numeradas em algarismos arabicos conforme a ordem de
aparecimento no texto e devem ter legendas individuais,
apresentadas ao final do trabalho. Cada tabela e figura deve
ser submetida em folha separada.

Nas tabelas, deverdo ser utilizadas apenas linhas horizon-
tais, e cada dado devera constar em uma célula indepen-
dente. Explicagdes sobre itens das tabelas devem ser apre-
sentadas em notas de rodapé identificadas pelos seguintes
simbolos, nesta sequéncia: *,1, #, §, ||,9,**,11,%+.

Figuras em geral (graficos, fotografias, etc.) serdo publicadas
em preto e branco. Despesas com a eventual reprodugdo de
fotografias em cor serdo de responsabilidade do autor.
Figuras podem ser submetidas eletronicamente, nas ex-
tensGes .jpg, .gif ou .tif, com resolugdao minima de 300 dpi
(para possibilitar uma impresséo nitida), ou por correio (ver
instrugdes de envio mais adiante). Todas as figuras enviadas
pelo correio devem ser identificadas no verso com o uso de
etiqueta colante contendo o nome do primeiro autor, o nu-
mero da figura e uma seta indicando o lado para cima.
Fotografias escaneadas ndo serdo aceitas; fotografias em
papel devem ser encaminhadas pelo correio. Fotografias de
pacientes ndo devem permitir sua identificagdo.

Gréficos devem ser apresentados somente em duas dimensdes.
Figuras ja publicadas e incluidas em artigos submetidos de-
vem indicar a fonte original na legenda e devem ser acom-
panhadas por uma carta de permissdo do detentor dos di-
reitos (editora ou revista).

ENVIO/SUBMISSAO DE ARTIGOS

Os artigos devem ser submetidos preferencialmente por
email (jornalsbra@cmb.com.br). Texto e figuras devem ser
enviadas como um anexo a mensagem. Figuras (exclusiva-
mente graficos e fotografias digitais) podem ser enviadas nas
extensdes .jpg, .gif ou .tif, com resolugdo minima de 300 dpi
e tamanho maximo total (do conjunto de figuras) de 3 MB.
Se a submissdo por email ndo for possivel, duas copias do tex-
to e figuras devem ser enviadas para o enderego a seguir:

Profa. Dra. Maria do Carmo Borges de Souza
Editora do Jornal Brasileiro de Reproducgdo Assistida
Centro Médico BarraShopping

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 - Rio de Janeiro, R]

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br



GENERAL INFORMATION

1. JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod) is the
official publication by both the Brazilian Society of Assisted
Reproduction (SBRA - www.sbra.com.br) and the Latin
America Network of Assisted Reproduction (www.redlara.
com) destined to scientific-based and quarterly issued papers.
It is designated to specialists and researchers in the health
area, in particular to gynecologists, andrologists, biologists,
urologists and embryologists. Basic and clinical studies in
the areas of assisted reproduction, infertility, reproductive
genetics, reproductive immunology, andrology, reproductive
microbiology, laboratory in assisted reproduction and
gynecological endocrinology will be accepted for evaluation
in the form of original articles, reviews, update articles and
case reports (as detailed below). Articles may be submitted in
Portuguese, Spanish or English. Authors interested in having
their articles translated into English may request an estimate
at J Bras Rep Assist.

2. Papers submitted to JBRA Assisted Reproduction must be
original, that is, they cannot have been either published or
submitted for analysis by other journals, partially or in the
whole. In cases where the illustrations have been published
previously, an authorization must be granted and the source
cited. Once published, the copyright of the articles belongs
to SBRA.

3. The Instructions for Authors by JBRA Assisted Reproduction
is comprised of the recommendations given by the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals. The complete version of the text is available at www.
icmje.org. Manuscripts not in accordance with the instructions
presented herein will be returned for modifications to be
made before the Editorial Board has evaluated them.

4. Every article published in JBRA Assisted Reproduction
undergoes a review process by specialists (peer review).
Submitted articles are primarily sent to editors for an initial
evaluation as to the scope of the work and the editorial
demands of the journal. In case of a positive evaluation,
the article is then sent to two reviewers specialized in the
appropriate area. Every process is anonymous, that is,
reviewers are not aware of author’s identity and place
of origin and vice versa. After the articles are evaluated
by reviewers, they can be accepted without alterations,
refused or returned to authors along with suggestions for
modifications. Each article may return to its author several
times for clarification and alteration, without necessarily
meaning a future acceptance of the article.

5. The number of authors for each manuscript is limited to six.
The co-authorship concept connotes substantial contribution
in the creation and planning of the paper, analysis and
interpretation of data not to mention the writing and critical
revision of the text. Significant contributions given to the
study which do not fit these criteria may be cited in the
acknowledgements section.

6. Clinical trials articles should be registered in the Clinical
Trials Registry validated by the criteria established by the
World Health Organization and by the International Committee
of Medical Journal Editors (for instance, www.actr.org.au,
www.clinicaltrials.gov, www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/
index/htm and www.trialregister.nl). The study identification
number shall be presented at the end of the abstract.

7. For texts accepted for publication, a statement signed by
all authors shall be sent to the journal, including the following
information: a) the manuscript is original; b) the manuscript
has not been previously published nor submitted to any other
journal, and will not be published in case it is accepted by
JBRA Assisted Reproduction; c) all authors have actively
taken part in the preparation of the study and have approved
of the final version of the text; d) situations on potential
conflict of interests (either financial or of any other nature)
are being informed; e) an approval of the study by the Ethics
Committee of the institution to which the paper is linked
was obtained (for articles reporting experimental research
data; f) an informed consent by the patients included in the

Instructions for Authors

study was obtained (when applicable) . All information on
the approval of the study by the Ethics Committee and the
possession of an informed consent should also be mentioned
in the Methods section of the article.

8. Before the publication of accepted articles, the
corresponding authors will receive the published article via
e-mail attachment in a PDF archive for approval. At this
point, corrections should be limited to typographic mistakes,
without altering the content of the study. Authors should
return approved papers by e-mail or fax 48 hours after
receiving the message.

TYPES OF PUBLISHED ARTICLES

Original articles. Pieces of work resulting from scientific
research presenting original data about experimental or
observational aspects of medical, biological, biochemical and
psychosocial character and including descriptive statistical
analysis and/or inferences of own data. These articles have
priority for publication. They must be composed of: title
page, resumo e palavras-chave (in Portuguese )abstract and
keywords, text (divided in Introduction, Methods, Results,
Discussion or equivalent, Conclusion), acknowledgments (if
applicable), references (40 at the most), tables (if available)
figure legends (if available) and figures (if available).
Reviews. Papers whose aim is to summarize, analyze,
evaluate or synthesize investigative papers already published
in scientific journals. They must include a synthesis and
critical analysis of the researched literature and cannot be
confused with update articles. They must be composed
of: title page, resumo e palavras-chave ( in Portuguese ),
abstract and keywords, text, references, tables (if available)
,figure legends (if available) and figures (if available).
Update or opinion articles. Papers reporting usually current
information on themes of interest to certain specialties
(such as a new technique or method). They have different
characteristics from reviews , since they do not display critical
analysis of the literature. They must be composed of: title
page, resumo e palavras-chave ( in Portuguese ), abstract
and keywords, text, references, tables (if available) ,figure
legends (if available) and figures (if available).

Case reports. Articles representing descriptive data of one
or more cases, exploiting a method or problem through
example(s). The selected cases should be of great interest,
with unusual disease or evolution or submitted to unexpected
or alternative treatments. They may involve humans
or animals and should present the studied individual’s
characteristics (gender, age, etc.). They must be composed
of: title page, resumo e palavras-chave ( in Portuguese ),
abstract and keywords, text (divided in: Introduction, Case
Description and Discussion or equivalent ), references, figure
legends (if available) and figures (if available).

Letters to the reader. Letters to the editor commenting,
discussing or criticizing articles published in JBRA Assisted
Reproduction will be welcome and published as long as they
are accepted by the Editorial Board. They must be composed
of: title, name of author, identification of the publication
being commented on and references (if available). It is
recommended to include 500 words at the most, references
inclusive. Whenever possible, a reply by the authors will be
published alongside with the letter.

PREPARATION OF ORIGINAL PAPERS

Preferably use Microsoft Word® processor. Papers should be
typed in Times New Roman font sized 12, single-spaced and
aligned to the left. Every section should be started on a new
page in the following order: title page, resumo e palavras-
chave ( in Portuguese ), abstract and keywords, text,
acknowledgements, references, tables, figure legends and
figures. All of the pages should be humbered consecutively.
Abbreviations should be spelled out in the first mention in the
text; and after the first appearance, only the abbreviation
should be used. In the abstract, the use of abbreviations
should be avoided.

Chemicals should be presented by their generic name.
If relevant, commercial name of the substance and the
manufacturer’s name may be informed in parentheses.
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The presentation of units of measurements should follow the
International System (IS).

Genes of animals should be presented in italics with capital
letter initials (example: Sox2); genes of human beings should
also be presented in italics; however, with all capital letters
(example: SOX2). Proteins should follow the same pattern:
capital/small, without italics, though.

TITLE PAGE

The title page should carry the following information:

- Concise and comprehensive title, representing the content
of the article, both in Portuguese and English

- Short running head (no more than 40 characters including
letters and spaces)

- Authors’ names

- Authors’ institutional affiliation, showing department/unit,
institution and geographic region

- Name of the institution where the work was carried

- Information about support given in the form of loan,
equipment or drugs

- Congresses where the study was presented

- Name, mailing address, telephone and fax numbers, and
e-mail address of the corresponding author

RESUMO AND ABSTRACT

All articles should present an abstract both in Portuguese
and in English. Papers written in Spanish should present,
besides their abstracts in the original language, one abstract
in Portuguese and another one in English. The content of
both texts should be identical, and should not exceed 250
words. For original articles, the abstract should be structured
as follows: Objective, Methods, Results and Conclusion. For
case reports, reviews and update articles, the abstract should
not be structured. The use of abbreviations should be avoided
in the abstract, and references should not be cited.

Right after the resumo/abstract/resumen, three to six
keywords belonging to the list of Health Sciences Descriptors

(http://decs.bvs.br) should be presented.
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year. Examples: one author (Steptoe, 1978), two authors
(Edwards & Steptoe, 1980), and more than two authors (Van
Steirteghem et al., 1988).

The references should be presented in alphabetical order (each
author’s surname followed by his/her first two initials), and
should not be numbered. Papers by the same author should
be chronologically organized; papers by the same author in
the same year should be identified with letters after each
year (2000a, 2000b, etc.). The presentation of references will
follow the format proposed in the Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (see examples
below). All references cited in the list should be mentioned in
the text and vice-versa.
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TABLES AND FIGURES

Tables and figures (graphs, photographs, etc.) should be
numbered in Arabic numerals according to the order in which
they appear in the text and should have individual legends,
presented at the end of the paper. Each table and figure
should be submitted on a separate sheet of paper.

In the tables, use horizontal lines only, and each piece of
information should be in an independent cell. Explanations
about items in the tables should be presented in footnotes
identified by the following symbols, in this sequence: *,t, #,
§I ||lﬂl**l++l¢¢'

Figures in general (graphs, photographs, etc.) will be
published in black and white. Expenses due to the eventual
reproduction of photographs in color will be the author’s
responsibility.

Figures may be submitted in electronic formats such as .jpg,
.gif or .tif, with @ minimum resolution of 300 dpi (in order to
guarantee clear printing), or by mail (see further mailing
instructions). All figures sent by mail should be identified on the
back with an adherent sticker containing author’s first name,
number of the figure and an arrow indicating which side is up.
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paper must be sent by mail. Photographs of patients should
not allow their identification.

Graphs should be two-dimensional only.

Figures previously published and included in submitted
articles should include the original source in the legend
and should be accompanied by a permission letter from the
copyright’s holder (publisher or journal).
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INFORMACIONES GENERALES

1. El JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod)
és una publicacién oficial de la Sociedad Brasilefia de
Reproduccion Asistida (SBRA - www.sbra.com.br) y de la Red
Latinoamericana de Reproduccion Asistida (www.redlara.com)
para contenidos cientificos, con periodicidad cuatrimestral.
Es dirigido a especialistas e investigadores en salud,
particularmente ginecdlogos, andrélogos, bidlogos, urélogos
y embridlogos. Se recibe para evaluacion estudios basicos
y clinicos en los siguientes areas: reproduccion asistida,
infertilidad, genética reproductiva, inmunologia reproductiva,
andrologia, microbiologia reproductiva, laboratorio en
reproduccién asistida y endocrinologia ginecoldgica, bajo la
forma de articulos originales, de revisidn, de actualizacion
y relatos de caso (conforme detallamos a continuacion). Se
reciben articulos en portugués, espafiol o inglés. Autores
interesados en traducir sus articulos al inglés pueden solicitar
un presupuesto de traduccion al J Bras Rep Assist.

2. Articulos sometidos al JBRA Assisted Reproduction deben
ser inéditos, o sea, no deben haber sido publicados ni
sometidos para analisis por otras revistas, en su totalidad o
parcialmente. En casos de imagenes ya publicadas, se debe
obtener autorizacion y nombrar la fuente. Una vez que su
articulo(s) haya(n) sido publicado(s), pasa(n) a ser propiedad
de la SBRA.

3. Las Instrucciones para Autores del JBRA Assisted
Reproduction incorporan las recomendaciones de los Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals. La version completa del texto estd disponible
en www.icmje.org. Manuscritos que no estén conforme
las instrucciones aqui presentadas seran devueltos para
la incorporacidon de ajustes antes de la evaluacion por el
Consejo Editorial.

4. Todo articulo publicado en el JBRA Assisted Reproduction
pasa por un proceso de revisidon por especialistas (peer
review). Los articulos sometidos son primeramente enviados
a los editores para una evaluacion inicial respecto al objetivo
del trabajo y a las exigencias editoriales del JBRA. Si la
evaluacidn es positiva, el articulo es enviado a dos revisores
especialistas del area pertinente. Todo el proceso es andnimo,
0 sea, los revisores desconocen la identidad de los autores
y su local de origen y viceversa. Después de la evaluacion
del articulo por los revisores, se puede: a-aceptar el articulo
sin modificaciones, b-rechazar el articulo, c-devolverlo a
los autores con sugerencias de modificaciones; en el ultimo
caso, un articulo puede regresar varias veces a sus autores
para aclaraciones y modificaciones, sin que eso implique
necesariamente la aceptacion futura del trabajo.

5. Se limita a seis el nimero de autores de cada manuscrito.
El concepto de coautoria implica contribucién substancial
en la concepcion y planeamiento del trabajo, andlisis e
interpretacion de los datos y redaccion o revision critica del
texto. Contribuciones significativas hechas al estudio, pero
que no se cuadran en esos criterios, pueden ser descritas en
la seccion de agradecimientos.

6. Articulos de investigaciones clinicas (clinical trials) deben
ser registrados en uno de los Registros de Ensayos Clinicos
validados por los criterios establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud y por el International Committee of
Medical Journal Editors (por ejemplo, www.actr.org.au, www.
clinicaltrials.gov, www.ISRCTN.org, ~www.umin.ac.jp/ctr/
index/htm y www.trialregister.nl). El nimero de identificacion
del estudio debera ser presentado al final del resumen.

7. Caso se acepte su trabajo para publicaciéon, débese enviar
al JBRA una declaracion firmada por todos los autores, con
la siguiente informacion: a) el manuscrito es original; b)
el manuscrito no fue publicado ni sometido a otra revista,
ni sera, en el caso de su publicacion por el JBRA Assisted
Reproduction; c) todos los autores participaron activamente
en la elaboracion del estudio y aprobaron la version final
del texto; d) situaciones de potencial conflicto de interés
(financiero o de otra naturaleza) seran informadas; e) se

Instrucciones para Autores

obtuvo aprobacién del estudio por el comité de ética de la
institucion a la cual el trabajo estad vinculado (para articulos
que relatan datos de pesquisa experimental); f) se obtuvo
consentimiento informado de los pacientes incluidos en el estudio
(cuando se aplica). Se debe informar en la seccion Métodos del
articulo los datos sobre la aprobacion del estudio por el comité
de ética y la obtencion de consentimiento informado.

8. Antes de la publicacion de los articulos aprobados, los
autores correspondientes recibiran, por e-mail, en documento
PDF, el articulo listo para publicacion, para aprobacion. En esta
etapa, las correcciones deben limitarse a errores tipograficos,
sin cambios de contenido del estudio. Los autores deberan
devolver las pruebas aprobadas por e-mail o fax antes de 48
horas después de haberlo recibido.

TIPOS DE ARTICULOS PUBLICADOS

Articulos originales. Trabajos resultantes de pesquisa
cientifica que presentan datos originales sobre aspectos
experimentales u observacionales de caracter médico,
bioldgico, bioquimico y psicosocial e incluyen analisis
estadistica descriptiva y/o inferencias de datos propios. Estos
articulos tienen prioridad para publicacién. Deben contener:
hoja frontal, resumen y palabras-llave, abstract y keywords,
texto (dividido en las secciones Introducciéon, Métodos,
Resultados, Discusion o equivalentes, Conclusiones),
agradecimientos (si se aplica), listado de referencias (maximo
de 40), tablas (si hay), notas al pié de imagenes (si hay) e
imagenes (si hay).

Articulos de revision. Trabajos que tienen por objetivo
resumir, analizar, evaluar o sintetizar trabajos de investigacién
ya publicados en revistas cientificas. Deben incluir sintesis y
analisis critica de la literatura levantada y no ser confundidos
con articulos de actualizacion. Deben contener: hoja frontal,
resumen y palabras-llave, abstract y keywords, texto, listado
de referencias, tablas (si hay), notas al pié de imagenes (si
hay) e imagenes (si hay).

Articulos de actualizacion u opinién. Trabajos que
reportan informaciones generalmente actuales sobre tema de
interés para determinadas especialidades (por ejemplo, una
nueva técnica o método). Tienen caracteristicas diferentes de
un articulo de revision, pues no presenta analisis critica de la
literatura. Deben contener: hoja frontal, resumen y palabras-
llave, abstract y keywords, texto, listado de referencias,
tablas (si hay), notas al pié de imagenes (si hay) e imagenes
(si hay).

Relatos de caso. Articulos que representan datos descriptivos
de uno o mas casos, explorando un método o problema a
través de ejemplo(s). Los casos elegidos deben ser de gran
interés, con enfermedad o evolucién anormal o sometidos
a tratamientos inusitados o alternativos. Pueden involucrar
humanos o animales y deben presentar las caracteristicas del
individuo en estudio (sexo, edad, etc.). Deben contener: hoja
frontal, resumen y palabras-llave, abstract y keywords, texto
(dividido en las sesiones Introduccion, Descripcién del caso y
Discusion o equivalentes), listado de referencias, notas al pié
de imagenes (si hay) e imagenes (si hay).

Cartas al lector. Con gusto recibiremos cartas al editor
comentando, discutiendo o criticando los articulos publicados
en el JBRA Assisted Reproduction; estas seran publicadas
desde que el Consejo Editorial las apruebe. Deben contener:
titulo, nombre del autor, identificacion de la publicacion que
se comenta y listado de referencias (si hay). Recomendase
un maximo de 500 palabras, incluyendo referencias. Siempre
que posible, se publicard una respuesta de los autores junto
a la carta.

PREPARO DE LOS ORIGINALES

Utilice preferentemente Microsoft Word®. Los trabajos deben
ser tecleados en Times New Roman tamafio 12, espacio
sencillo, alineados a la izquierda, iniciando cada seccion en
pagina nueva, en el siguiente orden: hoja frontal, resumen y
palabras-llave, abstract y keywords, texto, agradecimientos,
listado de referencias, tablas, notas al pié de imagenes e
imagenes. Todas las paginas deben de ser numeradas.

Siglas deben ser definidas por extenso en la primera
ocurrencia en el texto; después de la primera ocurrencia,
solamente la sigla debera ser utilizada. En el resumen, el uso
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de siglas debe ser evitado.

Substancias deben ser presentadas utilizando su nombre
genérico. Si es relevante, el nombre comercial de la substancia
y el fabricante pueden ser informados entre paréntesis.

La presentacion de unidades de medida debe seguir el
sistema internacional (SI).

Genes de animales deben ser presentados en italico con
inicial mayuscula (ejemplo: Sox2); genes de seres humanos
también deben ser presentados en italico, pero con todas las
letras mayuUsculas (ejemplo: SOX2). Proteinas deben seguir
el mismo patrén de mayusculas / minlsculas, pero sin italico.

HOJA FRONTAL

La hoja frontal debe contener:

- Titulo conciso y explicativo, representando el contenido del
trabajo, en portugués e inglés. (no seria: portugués, inglés y espafiol &)
- Titulo resumido (maximo de 40 caracteres).

- Nombres de los autores.

- Afiliacion de los autores, indicando departamento/unidad,
institucion y regidon geografica.

- Nombre de la instituciéon donde el trabajo fue ejecutado.

- Informaciones sobre ayudas recibidas bajo la forma de
financiamiento, equipamientos o medicamentos.

- Congresos donde el estudio fue presentado.

- Nombre, direccion, teléfono, fax y e-mail del autor
correspondiente.

RESUMEN Y ABSTRACT

Todos los trabajos deben presentar un resumen en portugués
y un abstract en inglés. Trabajos escritos en espafiol deben
presentar, ademas del resumen en su idioma original,
también un resumen en portugués y un abstract en inglés.
El contenido de los textos debe ser idéntico, y no debe
sobrepasar 250 palabras. Para articulos originales, el resumen
debe ser estructurado como detallamos a continuacion:
Objetivo, Métodos, Resultados y Conclusiones. Para relatos
de caso, articulos de revision y articulos de actualizacion, el
resumen no debe ser estructurado. Débese evitar el uso de
abreviaciones en el resumen, y no deben ser mencionadas
referencias.

Luego después del resumo/abstract/resumen, deberdn ser
presentadas de tres a seis palabras-llave que sean integrantes
de la lista de Descriptores en Ciencias de la Salud (http://
decs.bvs.br).
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En el texto, las citaciones seran identificadas entre paréntesis,
por el apellido del autor seguido del afio de publicacion.
Ejemplos: un autor (Steptoe, 1978), dos autores (Edwards
& Steptoe, 1980), mas de dos autores (Van Steirteghem et
al., 1988).

El listado de referencias debe ser presentado en orden
alfabética (Ultimo apellido de cada autor seguido de las
dos primeras iniciales), y no debe ser numerada. Trabajos
del mismo autor deben ser ordenados cronoldgicamente;
trabajos del mismo autor y afio deben ser identificados con
letras después el afio (2000a, 2000b, etc.). La presentacion
de las referencias seguirda los modelos propuestos en
los Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals (ver ejemplos a continuacién). Todas las
referencias citadas en la lista deben ser mencionadas en el
texto y viceversa.
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Tablas y figuras

Tablas y figuras (graficos, fotografias, etc.) deben ser
numeradas en arabigo conforme el orden que aparezca en el
texto y deben tener explicaciones individuales, presentadas
al final del trabajo. Cada tabla y figura debe ser sometida en
hoja separada.

En las tablas, deben ser utilizadas solamente lineas
horizontales, y cada dato deberd de tener una celda
independiente. Explicaciones sobre items de las tablas
deben ser presentadas en notas de rodapié identificadas
por los siguientes simbolos, en esa secuencia: *,t, #, §,
||I1‘|l**l+1—l:’:¢'

Figuras en general (graficos, fotografias, etc.) seran publicadas
en negro y blanco. Gastos con eventual reproduccién de
fotografias en color seran de responsabilidad del autor.
Figuras pueden ser sometidas electronicamente, en las
extensiones .jpg, .gif ou .tif, con resolucion minima de 300
dpi (para hacer posible una impresion nitida), o por correo
(ver instrucciones de envio mas adelante). Todas las figuras
enviadas por correo deben ser identificadas en el anverso
con el uso de etiqueta que contenga el nombre del primero
autor, el nimero de la figura y una flecha que indique el lado
para arriba.

No se aceptan fotografias escaneados; fotografias en papel
deben ser enviadas por correo. Fotografias de pacientes no
deben permitir su identificacion.

Graficos deben ser presentados solamente en dos dimensiones.
Figuras ya publicadas e incluidas en articulos sometidos
deben indicar la fuente original en la explicaciéon y deben
venir con una carta de permiso del duefio de los derechos
(editora o revista).

ENVIO DE ARTICULOS

Los articulos deben ser sometidos preferentemente por e-mail
(jornalsbra@cmb.com.br). Texto y figuras deben ser enviadas
como un adjunto al mensaje. Figuras (exclusivamente
graficos y fotografias digitales) pueden ser enviadas en las
extensiones .jpg, .gif ou .tif, con resolucién minima de 300
dpi y tamafio maximo total (del conjunto de figuras) de 3 MB.
Si el envio por e-mail no es posible, dos copias del texto y
figuras deben ser enviadas para la siguiente direccién:

Profa. Dra. Maria do Carmo Borges de Souza
Editora do Jornal Brasileiro de Reproducdo Assistida
Centro Médico BarraShopping

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 - Rio de Janeiro, RJ

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br
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Editorial

Escrever um artigo é difundir conhecimento

Por que é importante escrever? Qual a importancia de estudiosos, cientistas e pesquisadores estarem produzindo artigos?
Aquele que I€, ndo |é apenas, passivamente palavras. Mas, ao efetuar sua leitura, produz, no exercicio da interpretacgao,
um outro texto que lhe é préprio, que lhe é pertinente na sua interpretagdo. O leitor é, neste sentido, co-autor de uma
obra que se perpetua, justamente, pela sua possibilidade de ser re-lido e, portanto, reescrito. Pode-se inferir que um
texto publicado e lido é um texto que é destituido de seu carater solitario (obra de um Unico sujeito) e se transforma em
resultado de parceria entre autor e leitor, por um processo sutil de reescrita. Aqueles que produzem conhecimento, que
investigam o real e o re-significam utilizando critérios e caminhos apropriados estdo inseridos no locus cientifico. Sédo
personagens que difundem conhecimento, compartilham informagdes e orientam no tratar pacientes. E o que é a Ciéncia
sendo um modo de indagar e uma maneira de buscar respostas? A ciéncia alimenta-se e se perpetua pela sua capacidade
de manter acesa perguntas e desafios frente a uma realidade que torna a perplexidade do ser humano a sua possibilidade
de interferéncia, dominio e modificagdo do real. Assim, ao expor, publicar e divulgar um certo conjunto de proposicées
ou de dados resultantes de pesquisas efetuados, oportuniza-se a ampliagao, enriquecimento ou refutagao do trabalho em
questdo. Pois, a ciéncia e o saber produzido por ela é fruto de didlogos, concessdes e adequagbes a métodos e paradigmas.
Escrever um artigo cientifico ndo é muito diferente de produzir uma obra de arte. Igualmente, um pesquisador precisa de
inspiragdo, idéias originais, conhecimento de técnica, um bom computador e um meio de divulgacdo de sua obra (eventos,
livros, periodicos...). Sendo, pois, assim, necessario que o autor restrinja a sua terminologia e a adeque a compreensao
de quem |é. Para tal, o pesquisador, a fim de garantir a exatiddo e a clareza de seu texto, deve se exercitar na pratica da
descrigdo e da narracdo. E importante que, seja a descricdo, seja a narragdo, devem ser completas e detalhadas, para que
seja possivel a perpetuacdo e a compreensdo do conhecimento exposto e para que possa servir como um catalisador de
novas producgdes. Escreva. Compartilhe com a SBRA a sua experiéncia.

Paulo Franco Taitson
Editor Adjunto do JBRA Assisted Reproduction
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OBJETIVO CONCLUSAO
Muitas definigBes usadas em reprodugdo medicamen- A terminologia padronizada deverd ajudar na analise das
te assistida variam, tornando dificil a padronizagéo e a tendéncias das intervengdes em reproducdo medicamen-
comparagdo dos procedimentos em diferentes paises e te assistida e na comparagdo dos resultados de TRA em
regides. Com a expansao mundial das intervengdes em diferentes paises e regides. O glossario contribuira para
infertilidade, incluindo aqueles locais de menores recur- a comunicagdo padronizada entre profissionais respon-
sos, a importancia e o valor de nomenclatura comum ¢ saveis pela pratica da TRA, assim como entre os respon-
critica. O objetivo € desenvolver um conjunto de defini- séveis pelos registros nacionais, regionais e internacio-
goes internacionalmente aceito e continuamente atuali- nais (Fertil Steril®2009;92:1520-4.©2009 by American
zado, que seria utilizado para padronizar e harmonizar Society for Reproductive Medicine.)
dados de coletas internacionais, ajudando a monitori- A necessidade de definicdes padronizadas é critica para
zagdo da viabilidade, eficacia e seguranca da tecnologia a afericdo dos resultados dos procedimentos de TRA,
reprodutiva assistida praticada em todo o mundo. em nivel nacional ou internacional. O aumento da utili-
. zagdo de TRA mundialmente e as continuas discussdes,
METODO controvérsias e debates sobre as medidas de eficacia e
Setenta e dois clinicos, cientistas de areas basicas, epide- segurancga tém gerado interesse publico e cientifico (1-4).
miologistas e cientistas sociais se reuniram na sede da Definigbes utilizadas em diferentes paises sdo frequen-
OMS, em Genebra, em dezembro de 2008. Varios meses temente resultado de adaptagdes a particularidades
antes, trés grupos de trabalho foram estabelecidos, sendo médicas, culturais e religiosas locais. Todavia, quando se
responsaveis pela terminologia em trés areas especificas: realiza coleta de dados internacional, a padronizagdo é
condigBes clinicas e procedimentos, procedimentos labo- necessaria para a monitorizagdo da eficacia, seguranca e
ratoriais e avaliagdo de resultados. Cada grupo reviu o qualidade dos procedimentos, assim como para a realiza-
glossario existente do ICMART, fez recomendagbes para gao de pesquisas multinacionais.
revisdes e introduziu novos termos a serem considerados O Comité Internacional para Monitorizagdo da Tecnologia
para a expansao. Reprodutiva Assistida (ICMART), entidade responsavel
pela coleta e disseminagdo de dados mundiais de TRA,
RESULTADO publicou o primeiro glossario em terminologia de TRA em
Chegou-se a um consenso em 87 dos termos, expandin- 2006 (5,6). Este primeiro glossario, em particular, resultou
do o glossario em 34 termos, que incluiram definigdes de discussées de participantes de um encontro internacio-
para numerosos procedimentos clinicos e laboratoriais. nal sobre “Aspectos médicos, éticos e sociais da Reprodu-
Enfase especial foi buscada na descricao de resultados, Gao Assistida”, organizado pela OMS em 2001 (7).
como taxa cumulativa de partos e outros marcadores de Em dezembro de 2008, a OMS com a assisténcia do
seguranca e eficacia em TRA. ICMART, da Fundagdo Low Cost FIV (LCIVFF) e da Fede-

Copyright - Todos os direitos reservados a
SBRA - Sociedade Brasileira de Reproducéo Assistida
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ragdo Internacional das Sociedades de Fertilidade (IFFS),
organizou um Encontro Internacional da OMS sobre
“Tecnologias Reprodutivas Assistidas: terminologia em
comum e gerenciamento em locais de poucos recursos”.
Membros do ICMART e da OMS foram responsaveis pela
cuidadosa revisdo e melhora dos extensos existentes no
“Glossary on ART Terminology”(5,6). Eles foram guiados
pelo objetivo de desenvolver um conjunto de definigdes
que ajudaria a padronizar e harmonizar a coleta de dados
internacionais para monitorizar a viabilidade, a eficacia e
a seguranca das intervengdes de TRA, a fim de se obter
dados de alta qualidade em todos os locais, inclusive os
de menores recursos.

A OMS, em colaboragdo com o comité organizador, reuniu
profissionais de salde de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, que foram selecionados por sua expe-
riéncia e/ou representatividade nas maiores sociedades
internacionais ou nacionais de salde reprodutiva, incluin-
do a Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva
(ASRM), a Sociedade Européia de Reproducdo Humana e
Embriologia (ESHRE), o Comité Internacional para Moni-
torizagdo da Tecnologia Reprodutiva Assistida (ICMART), a
Rede Latino-americana de Reproducao Assistida (REDLA-
RA), a Federagdo Internacional das Sociedades de Fertili-
dade (IFFS), a Federagao Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO), a Sociedade de Fertilidade do Oriente
Médio (MEFS), a Sociedade Japonesa de Medicina Repro-
dutiva (JSRM), a Sociedade Japonesa de Ginecologia e
Obstetricia (JSOG) a Sociedade de Obstetricia e Gineco-
logia de Burkina (SOGOB), a Sociedade Chinesa de Medi-
cina Reprodutiva, a Sociedade Indiana de Reprodugao
Assistida, a Sociedade Brasileira de Reproducgao Assistida
(SBRA), a Sociedade Mundial de Endometriose (WES), a
Sociedade de Fertilidade da Austrdlia (FSA), a Socieda-
de Internacional para mild approaches em Reproducgao
Assistida(ISMAAR), a Associacdo Russa de Reproducao
Humana (RAHR), a Iniciativa Asia Pacifico em Reprodugdo
(ASPIRE), e a Fundagdo Low Cost IVF (LCIVFF), assim
como os editores dos periddicos Fertility and Sterility e
Human Reproduction.

METODOLOGIA DE TRABALHO

Esta versdo revisada e aumentada do glossario do
ICMART é o resultado da discussdo e consenso entre 72
clinicos, cientistas de areas basicas, epidemiologistas e
cientistas sociais, que se reuniram na sede da OMS, em
Genebra, Suica, de 1 a 5 de dezembro de 2008. Meses
antes, trés grupos de trabalho foram estabelecidos, cada
um deles responsavel pela revisdo do glossario existente,
recomendando novas terminologias para procedimentos
clinicos, laboratoriais e avaliagdo de resultados.

Os profissionais facilitadores de cada grupo de trabalho
foram, em ordem alfabética:

Clinicos: David Adamson, Thomas D’Hooghe, Osamu
Ishihara, Fernando Zegers- Hochschild.

Laboratoério: Trevor Cooper, Outi Hovatta, Arne Sunde,
Alan Trouson.

Resultados: Maryse Bonduelle, Jacques de Mouzon,
Orvar Finnstrém, Hassan Sallam.

Cada termo, com sua definicdo, foi apresentado pelo
grupo de trabalho apropriado a todos os participantes,
dentro das sessGes do encontro da OMS de 2008. A versao
final do glossario foi gerada pelos participantes a partir
da discussao, revisdao dos termos antigos e novos, assim
como oportunidades para esclarecimentos e introdugao
de sugestdes antes do consenso final para cada termo.
Antecipamos que este glossario ira contribuir para uma
comunicacdo mais fluida entre os profissionais responsa-
veis pela pratica da TRA, assim como aqueles responsa-

veis pelos registros nacionais, regionais e internacionais
dos dados de TRA. A terminologia padronizada devera
ajudar na analise das tendéncias das intervengGes em
reprodugdo medicamente assistida e na comparagao dos
resultados de TRA em diferentes paises e regides. Este
glossario ndo inclui avaliagdes especificas de “sucessos”,
o que incluiria consideracdes de bem-estar dos bebés,
assim como de suas maes, pais, carreadoras (surrogates)
e/ou doadores de gametas.

GLOSSARIO

Abortamento espontaneo (miscarriage)- perda
espontédnea de gestacdo clinica antes da 202 semana
completa (18 semanas pos-fertilizacdo) ou, se a idade
gestacional ndo é conhecida, a perda de embrido/feto
com menos que 400g.

Abortamento espontaneo recorrente (miscarria-
ge)- perda espontanea de duas ou mais

gestacbes clinicas.

Abortamento induzido- o término de uma gravidez
clinica, por interferéncia deliberada antes de 20 semanas
completas de idade gestacional (18 semanas pds-fertili-
zacdo) ou, se a idade gestacional é desconhecida, de um
embrido/feto de menos de 400g.

Aborto retido- aborto clinico quando o embrido(des) ou
feto(s) ndo-viavel(eis) ndo é /sdo expelido(s) espontane-
amente do Utero.

Anomalias congénitas- todas as anomalias estruturais,
funcionais e genéticas, diagnosticadas nos fetos aborta-
dos, ao nascimento ou no periodo neonatal.

Assisted hatching - procedimento in vitro no qual a
zona pelucida (ZP) de um embrido é perfurada por méto-
do quimico, mecéanico ou por laser, para facilitar a extru-
sao do blastocisto.

Baixo peso ao nascer- peso ao nascer abaixo de 2500g.

Baixo peso acentuado ao nascer- peso ao nascer
abaixo de 1500g.

Baixo peso extremo- recém-nato com menos de 1000g.

Blastocisto- um embrido, cinco ou seis dias pos-ferti-
lizagdo, com a massa interna, uma camada externa de
trofectoderma e a blastocele e cavidade cheia de fluido.

Carreadora gestacional, Mae-substituta ou Receptora
da Gravidez (Surrogate)- mulher que carrega a gestagao
com a anuéncia de que dara o produto para o responsavel(eis)
contratante(s). Os gametas podem ser originarios do(s)
contratante(s) e/ou de terceira(s) pessoa(s).

Ciclo cancelado- ciclo de TRA no qual a estimulagdo ou
a monitorizagao ovariana foram realizadas com a inten-
¢do do tratamento, mas ndo se procedeu a aspiragao foli-
cular ou, no caso de embriGes descongelados, a transfe-
réncia de embrides.

Ciclo de doagao de odcitos- ciclo no qual odcitos sdo cole-
tados de uma doadora para aplicacdo clinica ou pesquisa.

Ciclo de odcito congelado/descongelado- procedi-
mento de TRA no qual a monitorizacdo do ciclo é realiza-
da com a intencao de fertilizar odcitos descongelados e
realizar transferéncia embrionaria.

Ciclo de recepgao de embrides- ciclo de TRA no qual a
mulher recebe zigoto(s) ou embrido(des) de doadora(s).

Ciclo de recepcao de espermatozoides- ciclo de TRA
no qual a mulher recebe espermatozoéides de um doador
que ndo € o seu parceiro.

Ciclo de recepgdo de odécitos- ciclo de TRA no qual a
mulher recebe odcitos de doadora.
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Ciclo de transferéncia de embrides- ciclo de TRA no
qual um ou mais embrides sdo transferidos para o Utero
ou tuba de Falépio.

Ciclo de transferéncia de embrides congelados/
descongelados- procedimento de TRA no qual a moni-
torizagdo do ciclo é realizada com a intengdo de transferir
um ou mais embrido/des congelado(s)/descongelado(s).

Ciclo iniciado- ciclo de TRA no qual a mulher recebe
medicagOes especificas para estimulagdo ovariana, ou
monitorizagdo no caso de ciclos naturais, com a intengdo
de tratar, independentemente se a aspiragdo sera reali-
zada ou ndo.

Ciclo natural modificado- procedimento de FIV no qual
um ou mais odcitos sdo coletados dos ovarios durante
ciclo esponténeo. Medicacdes podem ser usadas apenas
com o proposito de bloquear o pico endégeno do LH e/ou
induzir a maturagdo oocitaria final.

Cirurgia reprodutiva- procedimentos cirdrgicos reali-
zados para diagnosticar, corrigir e/ou melhorar a fungao
reprodutiva.

Criopreservagao- congelamento ou vitrificagdo e esto-
cagem de gametas, zigotos, embrides ou tecido gonadal.

Doacdo de embrides- é a transferéncia de um ou mais
embrides, resultantes de gametas (espermatozoides e
00citos), que ndo sdo originarios da receptora ou de seu
marido/parceiro.

Embrido- produto da divisdo do zigoto ao fim do estagio
embrionario, 8 dias apds a fertilizagdo. (Esta definicao
ndo inclui tanto produtos derivados de partenogénese
quanto produtos da transferéncia de células somaticas
nucleares).

Estimulagao ovariana controlada para TRA- tratamen-
to farmacoldgico no qual mulheres sdo estimuladas para
induzir o desenvolvimento de multiplos foliculos ovarianos,
para obter multiplos odcitos na aspiragdo folicular.

Estimulagdao ovariana controlada para ciclos sem
TRA- tratamento farmacoldgico para mulheres, cujos
ovarios sdo estimulados para ovular mais de um odcito.

Fertilizagdao- a penetracdo do évulo pelo espermatozoi-
de e a combinacdo do material genético, resultando na
formagdo de um zigoto.

Feto- o produto da fertilizagdo desde o desenvolvimento
embrionario com 8 semanas completas apos a fertilizagdo
até o abortamento ou nascimento.

FIV (fertilizagdo in vitro)- procedimento de TRA que
envolve fertilizagdo extra-corpérea.

FIV com ciclo natural- procedimento de FIV onde um
ou mais odcitos sdo coletados dos ovarios durante ciclo
espontaneo, sem qualquer intervencdo hormonal.

FIV com estimulagdo leve (mild ovarian stimula-
tion)- procedimento no qual os ovarios sdo estimula-
dos com gonadotrofinas e/ou outros compostos, com o
propdsito de se limitar o nimero de odcitos obtidos a
menos de 7.

GIFT (Gamete intrafallopian transfer)- procedimento
de TRA no qual ambos os gametas (0dcitos e espermato-
zo6ides) sdo transferidos para as tubas uterinas.

Gravidez bioquimica (abortamento espontaneo
pré-clinico, miscarriage)- dravidez diagnosticada
somente pela detecgdo do HCG no soro ou urina e que
ndo se desenvolve para uma gravidez clinica.

Gravidez clinica- gravidez diagnosticada por visualiza-
cdo ultra-sonografica de um ou mais sacos gestacionais
ou sinais clinicos definitivos de gravidez. Inclui a prenhez
ectdpica.
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Nota: sacos gestacionais multiplos sdo contados como
uma gestacdo clinica.

Gravidez clinica com batimento cardiaco fetal-
gravidez diagnosticada por visualizagdo ultra-sonografica
ou documentacdo clinica de pelo menos um feto com
batimento cardiaco. Inclui a prenhez ectopica.

Gravidez ectdpica- gestacdo em que a implantagdo
ocorreu fora da cavidade uterina.

Gravidez multipla/nascimento- gestagdo/parto com
mais de um feto/neonato.

Hatching (extrusao)- processo pelo qual o embrido no
estagio de blastocisto se separa da zona peltcida.

ICSI (injegdo intracitoplasmatica de espermatozoéi-
des)- procedimento no qual um Unico espermatozdide é
injetado no citoplasma do odcito.

Idade gestacional- idade do embrido ou feto, calculada
adicionando-se 2 semanas (14 dias) ao niumero de sema-
nas completas desde a fertilizacdo. Nota: para transferén-
cias de embribes congelados/descongelados, a data esti-
mada da fertilizacdo é computada subtraindo-se a idade do
embrido no congelamento da data da transferéncia do ciclo
de transferéncia de embrides congelados/descongelados.

Implantagao- a adesdo e posterior invasdo pelo blasto-
cisto livre da zona peltcida, (geralmente no endométrio),
que se inicia 5-7 dias pos-fertilizagdo.

Indugdo da ovulagdo(IO)- tratamento farmacoldgico
de mulheres com anovulagdo ou oligo-ovulagdo com a
intengdo de induzir ciclos ovulatdrios normais.

Infertilidade (definigdo clinica)- doenca do sistema
reprodutivo definida pela falha de se obter gravidez clini-
ca ap6s 12 meses ou mais de coito regular desprotegido.
MESA (Microsurgical epidydimal sperm aspiration)-
procedimento no qual espermatozdides sdo obtidos do
epididimo, através de aspiragdo.

MESE (Microsurgical epidydimal sperm extraction)-
procedimento no qual espermatozdides sdo obtidos do
epididimo, através de excisdo cirurgica.
Micromanipulagao- tecnologia que permite procedi-
mentos micro-operatérios realizados em espermatozoi-
des, odcitos, zigotos ou embriGes.

MicroTESE (Microsurgical testicular sperm extrac-
tion)- procedimento no qual espermatozdides sdo obti-
dos do testiculo, através de excisdo cirlrgica.

Mortalidade perinatal- morte fetal ou neonatal ocorren-
do durante gestagdo tardia (as 20 semanas completas ou
apoés), durante o nascimento ou até 7 dias completos apds.

Multiplos- gravidez ou parto com trés ou mais fetos ou
neonatos.

Nascido vivo- a completa expulsdo ou extragdo da
mae, de um produto de fertilizagdo, independentemen-
te da duracdo da gravidez, o qual, apds tal separagdo,
respira ou exibe qualquer sinal de vida como batimento
cardiaco, pulsagdo do corddo umbilical ou movimentos
musculares voluntarios definidos, independentemente se
o corddo umbilical tenha sido cortado ou se a placenta
esteja anexada.

Neomorto (Obito neonatal)- morte de bebé nascido
vivo, ocorrida até 28 dias do nascimento.

Nascimento pré-termo extremo- nascido vivo ou nati-
morto apds pelo menos 20 semanas, mas menos do que
28 semanas completas de idade gestacional.

Nascimento a termo- nascido vivo ou 6bito fetal (nati-
morto), que ocorre entre 37 e 42 semanas completas de
idade gestacional.
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Natimorto (()bito fetal)- morte antes da completa
expulsdao ou extracao da mae, de um produto de ferti-
lizacdo, no curso ou apds completadas 20 semanas de
gravidez. O 6bito é indicado pelo fato de que, apds esta
separacgao, o feto ndo respira ou exibe qualquer sinal
de vida como batimento cardiaco, pulsagdo do corddo
umbilical ou movimentos musculares voluntarios defi-
nidos.

Neomorto- morte de bebé nascido vivo, ocorrida até 7
dias do nascimento.

Parto- a expulsdo ou extragdo de um ou mais fetos da
mde apds 20 semanas completas de idade gestacional.

Pequeno para a idade gestacional- peso ao nascer
menor que 2 desvios padrdo abaixo da média ou abaixo
do percentil 10, de acordo com os graficos locais de cres-
cimento intrauterino.

Periodo neonatal- intervalo de tempo que se inicia
no nascimento e termina com 28 dias completos do
nascimento.

PESA (Percutaneous Epididymal Sperm Aspiration)-
aspiracdo percutanea de espermatozoides do epididimo.

PGD (Preimplantation genetic diagnosis)- analise de
corpusculos polares, blastobmeros ou trofectoderma de
odcitos, zigotos ou embrides para detecgdo de alteragdes
genéticas cromossomiais especificas, alteracées cromos-
somiais estruturais e/ou outras.

PGS (Preimplantation genetic screening)- analises
de corpusculos polares, blastdmeros ou trofectoderma de
odcitos, zigotos ou embrides para detecgdo de aneuploi-
dias, mutagbes e/ou rearranjo de DNA.

Pré-termo- nascido vivo ou natimorto apds ao menos
20 semanas de gravidez, mas com menos de 37 sema-
nas completas.

Pré-termo acentuado- nascido vivo ou natimorto apos
ao menos 20 semanas de gravidez, mas com menos de
32 semanas completas.

Pos-termo (serotinico)- nascido vivo ou natimorto
apos 42 semanas completas de idade gestacional.

Reducdo embrionaria/fetal- procedimento para
reduzir o numero de embrides vidveis ou fetos numa
gestagdo multipla.

Reproducao medicamente assistida- reproducdo
obtida por meio da indugdo da ovulagdao, estimulagao
ovariana controlada, desencadeamento da ovulagdo,
procedimentos de TRA, inseminagdo intrauterina, intra-
cervical e intravaginal com sémen do marido/parceiro
ou doador.

Saco gestacional- estrutura de contetdo liquido, asso-
ciada a gestagdo precoce, que pode estar localizada
dentro ou fora do Gtero ( no caso de prenhez ectépica).

Sindrome de hiperestimulo ovariano (SHO)-
resposta sistémica exagerada a estimulagdo ovariana,
caracterizada por amplo espectro de manifestacoes
clinicas e laboratoriais. E classificada em leve, moderada
e acentuada de acordo com o grau de distensdo abdo-
minal, aumento ovariano e complicaces respiratorias,
hemodindmicas e metabdlicas.

SHO severa- definida quando a hospitalizagdo é indica-
da (ver definicao de SHO).

Taxa de gravidez clinica- nimero de gestagdes clini-
cas expresso por 100 ciclos iniciados, ciclos aspirados
ou ciclos com transferencia de embrides. Nota: quan-
do taxas de gravidez clinica sdo dadas, o denominador
(ciclos iniciados, aspirados ou com transferéncia de
embribes) deve ser especificado.

Taxa de implantacdao- é o numero de sacos gesta-
cionais observados, dividido pelo nimero de embrides
transferidos.

Taxa de nascidos vivos- nimero de partos que resul-
taram em pelo menos um nascido vivo, expresso por 100
ciclos iniciados, ciclos aspirados ou por ciclos de transfe-
réncia embriondria. Quando enunciado, o denominador
(ciclos iniciados, ciclos aspirados ou por ciclos de transfe-
réncia embrionaria ) deve sempre ser especificado.

Taxa de parto- nimero de delivramentos por 100 ciclos
iniciados, aspirados ou de transferéncia embrionaria. Quan-
do informada, o denominador da equagdo deve sempre ser
especificado (ciclos iniciados, aspirados ou de transferéncia
embrionaria). Inclui partos que resultaram em um ou mais
nascidos vivos e/ou natimortos. Nota: o parto tnico, geme-
lar ou mdltiplo é registrado como um parto.

Taxa de parto apés tratamento com TRA por pacien-
te- nimero de partos com pelo menos um nascido vivo por
paciente apds um numero especifico de tratamentos com TRA.

Taxa de parto cumulativa com ao menos um nasci-
do vivo- nimero estimado de partos com ao menos um
nascido vivo resultando de um ciclo de TRA iniciado ou
aspirado, incluindo o ciclo quando foram transferidos
embrides frescos e subsequentes ciclos de embrides
congelados/descongelados. Esta taxa é utilizada quando
o0 numero de embrides frescos e/ou congelados/descon-
gelados utilizados é menor que o total de embrides de um

unico ciclo. Nota: o parto Unico, gemelar ou multiplo é
registrado como um parto.

Taxa total de partos com ao menos um nascido
vivo- nUimero estimado de partos com ao menos um
nascido vivo, resultando de um ciclo iniciado ou aspirado
de TRA. Inclui todos os ciclos de TRA a fresco e todos os
congelados/descongelados. Este indice é utilizado quan-
do todos os embrides a fresco e/ou congelados/descon-
gelados foram utilizados a partir de um ciclo de TRA.
Nota: o parto de um bebé uUnico, gémeos ou multiplos é
registrado como um unico evento.

Técnicas de Reproducgdo Assistida (TRA)- todos os
tratamentos ou procedimentos que incluem a mani-
pulagdo in vitro tanto dos odcitos humanos quanto
dos espermatozdides, ou embriées, com o propdsito
de se estabelecer uma gravidez. Inclui, mas ndo esta
limitado a, a fertilizacdo in vitro com transferéncia de
embriGes, a transferéncia intratubaria de gametas, a
transferéncia intratubaria de zigotos, a transferén-
cia intratubaria de embrides, a criopreservagdo de
gametas e embrides, a doagdo de odcitos e embri-
Oes e a cessdo temporaria de Utero (surrogacy). TRA
nao inclui inseminagdo assistida (inseminagao artifi-
cial) utilizando espermatozdides, sejam do parceiro da
mulher ou de um doador.

TESA (Testicular sperm aspiration)- procedimento no
qual espermatozdides sdo obtidos por aspiragéo testicular.

TESE (Testicular sperm extraction)- procedimento no
qual espermatozdides sdao obtidos por excisdo cirurgica
de tecido testicular.

Torsdo ovariana- rotacdo completa ou parcial do pedi-
culo vascular ovariano que causa obstrugdo do fluxo
sanguineo ovariano, potencialmente levando a necrose
do tecido ovariano.

Transferéncia de embriées- procedimento no qual um ou
mais embrides sdo colocados no Utero ou tuba de Falopio.

Transferéncia eletiva de embrides- a transferéncia de
um ou dois embrides, selecionados de uma coorte maior
de embrides viaveis.
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Vanishing sac(s) or embryo(s) (sacos ou embrides
desaparecidos)- desaparecimento espontaneo de um ou
mais sacos gestacionais ou embriGes numa gestacdo em
curso, documentados por ultra-sonografia.

Vitrificagdo- método de congelamento ultra-rapido, que
previne a formacgdo de gelo dentro da suspensdo, que é
convertida para um estado vitreo.

Zigoto- célula dipldide resultante da fertilizacdo de um
oocito por um espermatozoéide, que subsequentemente
se divide para formar um embrido.

ZIFT (zygote intrafallopian transfer)- procedimento em
que zigoto(s) é/sdo transferido(s) para as tubas uterinas.
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OBJETIVO nes de numerosos procedimientos clinicos y de laborato-
Muchas definiciones utilizadas en la reproducciéon médi- rio. Se hizo especial hincapié en la terminologia destinada
camente asistida (MAR) varian en diferentes contextos, a evaluar resultados, tales como la tasa acumulativa de
lo que hace dificil estandarizar y comparar los proce- partos y otros marcadores de seguridad y eficacia em TRA.
dimientos entre los distintos paises y regiones. Con la .
expansion de los tratamientos de infertilidad en todo el CONCLUSION
mundo, incluyendo los lugares de mas bajos recursos, La La terminologia estandarizada deberia ayudar en el anali-
importancia y el valor de tener una nomenclatura comun sis de tendencias em las intervenciones de MAR y en la
son evidentes. El objetivo de este trabajo es desarrollar comparacion de resultados de las TRA entre los distin-
un glosario con definiciones aceptadas internacionalmen- tos paises y regiones. Este glosario contribuird a una
te e ir continuamente actualizando estas definiciones, comunicacion mas estandarizada entre los profesiona-
para uniformar y armonizar la coleccién de datos, y para les responsables de la practica de las TRA, asi como los
ayudar en el control de la disponibilidad, la eficacia y la responsables de los registros internacionales nacionales
seguridad de l3s técnicas de reproduccién asistida (TRA) y regionales.
que se practican en todo el mundo. La estandarizacion de definiciones es crucial para la

; evaluacion y comparacion de los resultados de reproduc-
METODO cién asistida (TRA) tanto a nivel nacional e internacional.
Setenta y dos profesionales clinicos, cientificos basicos El incremento en el uso de TRA en todo el mundo vy las
y sociales, y epidemidlogos se reunieron en la sede de continuas discusiones, controversias, y debates sobre las
la Organizacion Mundial de la Salud en Ginebra, Suiza, medidas de eficacia y seguridad han generado interés
en diciembre de 2008. Varios meses antes, tres grupos tanto cientifico como publico (1-4). Las definiciones utili-
de trabajo se hicieron responsables de trabajar en la zadas en reproduccion asistida en los diferentes paises,
terminologia en tres areas especificas: condiciones y con frecuencia, son el resultado de las adaptaciones a
procedimientos clinicos, procedimientos de laboratorio y asuntos médicos, culturales y religiosos particulares.
evaluacion de los resultados. Cada grupo analizé el actual Sin embargo, al realizar la recopilacién de datos inter-
Glosario del International Committee for Monitoring ART nacionalmente, la normalizacion es necesaria para que
(ICMART). Se formularon recomendaciones para su revi- el seguimiento de la eficacia, seguridad y calidad de los
sidn y se propusieron nuevas terminologias para expandir procedimientos y la investigacion multinacional puedan
el glosario. llevarse a cabo.

El International Committee for Monitoring ART (ICMART),

RESULTADO entidad responsable de la coleccién y difusion de datos de
Se logré un consenso sobre 87 términos, ampliando el TRA a nivel mundial, publicd el primer glosario de termi-
glosario original de 34 términos, que incluia las definicio- nologia de TRA en 2006 (5, 6). Ese glosario en particular
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fue el resultado de |as conversaciones de los participantes
en una reunion internacional Sobre “Aspectos Médicos,
Eticos y Sociales de la Reproduccion Asistida”, organizada
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2001 (7).
En diciembre de 2008, la OMS, con la asistencia de
ICMART, la Fundacién Low Cost FIV (LCIVFF) y la Fede-
racion Internacional de Sociedades de Fertilidad (IFFS),
organizé uma reunion internacional sobre ‘'Técnicas de
Reproduccién Asistida: Terminologia comin y El manejo
en lugares de bajos recursos”. Los miembros de ICMART
y OMS fueron los responsables de dirigir una revisidon
extensa para mejorar la terminologia del ya existente
Glosario de TRA (5, 6). Fueron guiados por el objetivo de
desarrollar un conjunto de definiciones internacionalmen-
te aceptadas que ayudaran a estandarizar y armonizar
La captura de datos para supervisar la disponibilidad, la
eficacia y seguridad de las intervenciones de punta para
lograr datos de alta calidad en todos los ambitos, inclui-
dos los de lugares s de bajos recursos.

La OMS, en colaboracidon con el comité organizador, se
reunidé con profesionales de La salud de paises desar-
rollados y paises en desarrollo, que fueron selecciona-
dos por su experiencia y / o como representantes de las
principales organizaciones médicas de salud reproductiva
internacionales y nacionales incluyendo American Society
for Reproductive Medicine, European Society for Human
Reproduction and Embryology, ICMART, Red Latino
Americana de Reproduccion Asistida, IFFS, International
Federation of Gynaecology and Obstetrics, Middle East
Fertility Society, Japan Society for Reproductive Medicine,
Japan Society for Obstetrics and Gynaecology, Society of
Obstetrics and Gynaecology of Burkina, Chinese Socie-
ty of Reproductive Medicine, Indian Society for Assisted
Reproduction, Brazilian Society of Assisted Reproduction,
World Endometriosis Society, Fertility Society of Austra-
lia, International Society for Mild Approaches to Assisted
Reproduction, Russian Association of Human Reproduc-
tion, Asia Pacific Initiative on Reproduction, and LCIVFF,
asi como con editores de las revistas Fertility and Sterility
y Human Reproduction.

METODOLOGIA DE TRABAJO

Esta version revisada y mejorada del glosario ICMART es
el resultado de la discusidn y el consenso alcanzado entre
72 médicos, profesionales de ciencias basicas y sociales
y epidemidlogos que se reunieron juntos en la sede de
la OMS en Ginebra, Suiza, del 1 al 5 de diciembre de
2008. Tres grupos de trabajo se establecieron con varios
meses de antelacion. Cada grupo de trabajo se encargd
de examinar el glosario existente y recomendar nuevas
terminologias para definir términos clinicos, de laborato-
rio y de resultados.

Los profesionales que coordinaron cada grupo de trabajo,
en orden alfabético, fueron:

Clinica: David Adamson, Thomas D’Hooghe, Osamu
Ishihara, y Fernando Zegers-Hochschild.

Laboratorio: Trevor Cooper, Outi Hovatta, Arne Sunde,
y Alan Trounson.

Resultados: Maryse Bonduelle, Jacques de Mouzon,
Orvar Finnstr om €, y Hassan Sallam.

Cada término, con su definicion, fue presentado por
cada grupo de trabajo a todos los participantes en las
sesiones del 2008 de la reunién de la OMS. La version
final del glosario fue generada por los participantes en la
reunidn tras un debate profundo seguido de discusiones
informales durante una semana, en relacion a las defini-
ciones nuevas y existentes. Las aclaraciones y sugeren-
cias fueron capturadas por los grupos de trabajo antes
de que un consenso final sobre cada término y definicion
se alcanzara.
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Prevemos que este glosario contribuird a una comuni-
cacion mas fluida entre los profesionales responsables
de la practica de TRA, asi como de los responsables de
los registros nacionales, regionales e internacionales. La
terminologia normalizada deberia ayudar al analisis de
las tendencias mundiales y la comparacion de los resul-
tados a través de paises y regiones. Este glosario no
incluye medidas especificas de “éxito” que podrian llevar
en consideraciones variadas respecto del bienestar de
bebés, madres, padres y donantes de gametos.

GLOSARIO

Aborto espontaneo: pérdida espontanea de un emba-
razo clinico antes de completadas lds 20 semanas de
edad gestacional (18 semanas después de la fecundaci-
on) o si la edad gestacional es desconocida, la pérdida de
un embrién/feto de menos de 400 g.

Aborto inducido: La interrupcion deliberada de un
embarazo clinico que tiene lugar antes de completar las
20 semanas de edad gestacional (18 semanas después
de la fecundacion) o, si la edad gestacional es desconoci-
da, de un embrién o fetos de menos de 400 g.

Aborto recurrente espontaneo: pérdida de dos o mas
embarazos clinicos.

Aborto retenido: aborto clinico donde el embrién o feto
es no viable y no es expulsado espontaneamente del Utero.

Anomalias congénitas: todas las anomalias estructura-
les, funcionales y genéticas diagnosticadas en fetos abor-
tados, en bebés al nacer o en el periodo neonatal.

Bajo peso al nacer: peso al nacer menor a 2.500 g.

Blastocisto: embrion, 5 6 6 dias después de la fecunda-
cién, con masa celular interna, capa externa de trofoec-
todermo y cavidad o blastocele lleno de liquido.

Ciclo cancelado: ciclo de TRA en el cual la estimulacion
ovarica y el monitoreo han sido llevados a cabo con la
intencidén de hacer un tratamiento, pero no se procedio a
La aspiracion folicular o a la transferencia del embrion, en
el caso de un embrién descongelado.

Ciclo de donaciéon de ovocitos: ciclo en el cual los
ovocitos de una donante son obtenidos para aplicacion
clinica o de investigacion.

Ciclo de receptora de embriones: un ciclo de TRA en el
cual la mujer recibe zigotos o embriones donados.

Ciclo de receptora de ovocitos: ciclo de TRA en el cual
una mujer recibe ovocitos de uma donante.

Ciclo de transferencia de embriones criopreserva-
dos/descongelados (TEC/D): procedimiento de TRA
en el cual el monitoreo es llevado a cabo con la intencion
de transferir embriones criopreservados- descongelados.
Nota: un ciclo de TEC/D ES iniciado cuando la medicacion
especifica es indicada o el monitoreo del ciclo es iniciado
con la intencién de tratamiento.

Ciclo de transferencia de embriones: ciclo de TRA
durante el cual uno o mas embriones son colocados en el
utero o en la trompa de Fallopio.

Ciclo de transferencia de ovocitos criopreserva-
dos/descongelados (TEC/D): procedimiento de TRA
en el cual el monitoreo es llevado a cabo con la intenciéon
de fecundar ovocitos criopreservados/descongelados y
transferir los embriones formados.

Ciclo iniciado: ciclo de TRA en el cual la mujer recibe
medicacion para estimulacidon ovarica, o monitoreo en el
caso de ciclos naturales, con la intencion de llevar a cabo
um tratamiento, independientemente de si se realiza la
aspiracion de ovocitos.



Glosario de terminologia en Técnicas de Reproduccidn Asistida (TRA) - Zegers-Hochschild F., et all.

Ciclo natural de FIV: procedimiento de FIV en el cual
uno o mas ovocitos son obtenidos de los ovarios durante
un ciclo menstrual espontaneo sin uso de drogas.

Ciclo natural modificado: procedimiento de FIV en el cual
uno o mas ovocitos son obtenidos de los ovarios durante un
ciclo menstrual espontaneo. Las drogas son administradas
con el Unico propodsito de bloquear el pico espontaneo de LH
e inducir La maduracién final del ovocito.

Ciclo para receptora de espermatozoides: ciclo de
TRA en el cual una mujer recibe espermatozoides de un
donante que no es su pareja.

Cirugia reproductiva: procedimientos quirurgicos reali-
zados para diagnosticar, conservar, corregir, y/o mejorar
la funcién reproductiva.

Criopreservacion: la congelacién o la vitrificacion y el
almacenamiento de gametos, zigotos, embriones o tejido
gonadal.

Diagnostico genético preimplantation (DGP): analisis
de cuerpos polares, blastdmeras o trofoectodermo de ovoci-
tos, zigotos o embriones para la deteccion de alteraciones
especificas, genéticas, estructurales, y/o cromosdmicas.

Donacion de embriones: transferencia de embriones
resultantes de gametos

(espermatozoides y ovocitos) que no se originaron de la
receptora y su pareja.

Eclosion asistida: procedimiento in vitro mediante el
cual la zona pelticida de um embrién es adelgazada o
perforada por métodos quimicos, mecanicos o con laser
para ayudar en la eclosion del blastocisto.

Eclosion: proceso mediante el cual un embridn en el
estado de blastocisto se separa de La zona pellcida.

Edad gestacional: edad de un embrién o feto calculada
al sumar dos semanas (14 dias) AL nimero de sema-
nas completadas después de la fecundacion. Nota: para
transferencia de embriones criopreservados/ descon-
gelados, la fecha estimada de fecundacion es calculada
restando la edad del embrién en el momento de la crio-
preservacion a la fecha de La transferencia de embriones
criopreservados y descongelados.

Embarazo bioquimico (aborto espontaneo preclini-
co): embarazo diagnosticado sélo por la deteccion de HCG
en suero u orina y que no se desarrolla en embarazo clinico.

Embarazo clinico con latido cardiaco fetal: embarazo
diagnosticado con ecografia o por documentacion clini-
ca de al menos un feto con latido cardiaco. Esto incluye
embarazo ectopico.

Embarazo clinico: embarazo diagnosticado por visua-
lizacién ecografica de uno o mas sacos gestacionales
o signos clinicos definitivos de embarazo. Esto incluye
embarazo ectépico. Nota: multiples sacos gestacionales
son contados como un solo embarazo clinico.

Embarazo ectopico: un embarazo en el cual la implan-
tacion tiene lugar fuera de la cavidad uterina.

Embrio/feto reduccion: procedimiento para reducir el
numero de embriones o fetos viables en un embarazo
multiple.

Embridn: producto de la division del zigoto hasta el fin
del estadio embrionario (8 semanas después de la fecun-
dacion). (Esta definicion no incluye partenotes —genera-
dos a través de partenogenésis- ni productos de la trans-
ferencia de nucleos de células soméaticas.)

Estimulacion ovarica controlada (EOC) para ciclos
no de TRA: tratamiento farmacoldgico en el cual las
mujeres son estimuladas para inducir el desarrollo de
mas de un ovocito.

Estimulaciéon ovarica controlada (EOC) para TRA:
tratamiento farmacolégico en el cual las mujeres son
estimuladas para inducir el desarrollo de multiples foli-
culos ovaricos para obtener multiples ovocitos en la aspi-
racién folicular.

Estimulacién ovarica suave para FIV: procedimiento
mediante el cual los ovarios son estimulados con gonado-
tropinas y/o otros compuestos con la intencidn de limitar el
nimero de ovocitos obtenidos para FIV a menos de siete.

Fecundacioén in vitro (FIV): Técnica de Reproduccidon
Asistida (TRA) que involucra fecundacion extracorpérea.

Fecundacion: penetracion de un ovocito por un esper-
matozoide y la combinacidon de SUS materiales genéticos,
lo que resulta en la formacion de un zigoto.

Feto: producto de la fecundacion desde el fin del desa-
rrollo embrionario, a las 8 semanas después de la fecun-
dacion, hasta el aborto o el nacimiento.

Gestacion/ Nacimiento multiple: embarazo/parto con
mas de un feto/bebé.

Gestante subrogada: mujer que lleva adelante un
embarazo habiendo acordado que Ella entregara el bebé
a los padres previstos. Los gametos pueden originarse de
los padres previstos y/o de terceros.

Implantacion: La union y subsecuente penetracion del
blastocisto libre de zona pellcida usualmente en el endo-
metrio, que comienza 5 a 7 dias después de la fecundacion.

Induccién de ovulacion (IO0): tratamiento farmacolo6-
gico de mujeres con anovulacidn u oligo-ovulacion con la
intencion de inducir ciclos ovulatorios normales.

Infertilidad: enfermedad del sistema reproductivo defi-
nida como la incapacidad de lograr un embarazo clinico
después de 12 meses 0 mas de relaciones sexuales no
protegidas.

Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide
(ICSI, por sus siglas en inglés): procedimiento mediante
el cual un solo espermatozoide es inyectado en el cito-
plasma de un ovocito.

MESA (por sus siglas en inglés): aspiracion microquirur-
gica de espermatozdides epididimarios.

MESE (por sus siglas en inglés): extraccidn microquirdr-
gica de espermatozdides epididimarios.

Micromanipulacion: tecnologia que permite efectuar
procedimientos microquirirgicos em espermatozoides,
ovocitos, zigotos o embriones.

MicroTESE (por sus siglas en inglés): extraccidn micro-
quirtrgica de espermatozdides testiculares.

Mortalidad perinatal: muerte fetal o neonatal que
ocurre durante el embarazo tardio (a Ids 20 semanas
completas de edad gestacional o mas tarde), durante el
nacimiento, o hasta completados los siete dias después
del nacimiento.

Muerte fetal (mortinato): muerte que ocurre antes de
la completa expulsién o extraccién del producto de una
fecundacidén, a partir de la semana 20 de edad gestacio-
nal. La muerte es determinada por el hecho de que el feto
no respire ni muestre otra evidencia de vida, tal como
latido fetal, pulsacion del corddn umbilical, o0 movimiento
definido de los musculos voluntarios.

Muerte neonatal temprana: muerte de un nacido vivo
dentro de los primeros 7 dias Del nacimiento.

Muerte neonatal: muerte de un recién nacido vivo
dentro de los 28 dias del nacimiento.

Multiples de alto orden: embarazo o parto con tres o
mas fetos o neonatos.

JBRA Assist. Reprod. | V. 14 | n°2 | April-May-June / 2010

21



22

Artigo Original

Muy bajo peso al nacer: peso menor a 1.500 g.

Nacimiento a término completo: nacimiento de un
recién nacido vivo o mortinato que tiene lugar entre las
37 y 42 semanas de edad gestacional.

Nacimiento postérmino: nacimiento vivo o muerto que
tiene lugar después de

completadas las 42 semanas de edad gestacional.

Nacimiento prematuro extremo: parto de un nacido
vivo o muerto que tiene lugar después de la semana 20 y
antes de las 32 semanas completas de edad gestacional.

Nacimiento pretérmino (extremo): un nacimiento
vivo o mortinato que sucede después de la semana 20 y
antes de la semana 28 de edad gestacional.

Nacimiento pretérmino: nacimiento que tiene lugar
después de 20 semanas y antes de completadas las 37
semanas de edad gestacional.

Nacimiento vivo: expulsion completa del cuerpo de
su madre del producto de la fecundacion, independien-
temente de la duraciéon del embarazo, si después de la
separacion respira o muestra cualquier otra evidencia de
vida, tales como latido del corazoén, pulsacion del corddn
umbilical, movimiento definido de musculos voluntarios,
independientemente de si el cordén umbilical ha sido
cortado o si la placenta esta unida.

Parto: la expulsién o extraccion de uno o mas fetos de
la madre después de completadas 20 semanas de edad
gestacional.

Pequeiio para edad gestacional: peso al nacer menor
a dos desviaciones estandares de la media o menor que
el décimo percentil de acuerdo a los graficos locales de
crecimiento intrauterino.

Periodo neonatal: intervalo de tiempo que comienza
con el nacimiento y termina con 28 dias completados
después del nacimiento.

PESA (por sus siglas en inglés): aspiracion percutanea de
espermatozoides epididimarios.

Peso bajo al nacer (extremo): peso al nacer inferior
a 1.000 g.

Reproduccion médicamente asistida (RMA): repro-
duccion lograda a través de la induccién de ovulacién,
estimulacion ovarica controlada, desencadenamiento de
la ovulacién, técnicas de reproduccién asistida (TRA),
inseminacion intrauterina, intracervical o intravaginal,
con semen del esposo/pareja o un donante.

Saco gestacional: estructura que contiene liquido asociada
con un embarazo temprano, la cual puede estar localizada
dentro o fuera del Utero (en caso de un embarazo ectdpico).

Saco(s) o embrion (es) evanescente(s): Documenta-
cion ecografica de la desaparicion espontanea de uno o mas
sacos gestacionales o embriones de un embarazo en marcha.

Sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO)
severo: el SHO es severo cuando se tiene que indicar
hospitalizacion (Ver definicién de “Sindrome de hiperes-
timulacion ovarica ).

Sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO):
respuesta sistémica exagerada a la estimulacidn ovarica
caracterizada por un amplio espectro de manifestaciones
clinicas y de laboratorio. Se clasifica en suave, moderado
o severo de acuerdo al grado de distension abdominal,
agrandamiento de los ovarios y complicaciones respirato-
rias, hemodinamicas y metabdlicas.

Tamizaje genético preimplantation (PGS, por sus
siglas en inglés): andlisis de cuerpos polares, blastéme-
ras o trofoectodermo de ovocitos, zigotos o embriones
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para la deteccién de aneuploidias, mutaciones y/o rearre-
glos del ADN.

Tasa acumulativa de partos con al menos un bebé
nacido vivo: el nimero estimado de partos con al menos
un bebé nacido vivo resultado de un ciclo de TRA inicia-
do o aspirado, incluyendo el ciclo en el cual se transfi-
rieron embriones en fresco y los subsecuentes ciclos en
los cuales se transfieran embriones criopreservados y
descongelados. Esta tasa es usada cuando se ha trans-
ferido menos del total de embriones en fresco y embrio-
nes criopreservados y descongelados de un solo ciclo de
TRA. Nota: el nacimiento de un bebé Unico, o multiples es
registrado como un solo parto.1

Tasa de embarazo clinico: el nUmero de embarazos
clinicos expresados por 100 ciclos iniciados, ciclos de
aspiracion o ciclos de transferencia de embriones. Nota:
cuando se expresen las tasas de embarazo clinico, el
denominador (iniciados, aspirados o transferencias) debe
ser especificado.

Tasa de implantacion: niimero de sacos gestacionales
observados, dividido por el nimero de embriones trans-
feridos.

Tasa de nacimientos vivos: nimero de nacimientos
que hayan resultado en al menos um nacido vivo expre-
sado por 100 ciclos iniciados, ciclos de aspiracion, o ciclos
de transferencia de embriones. Cuando se exprese la tasa
de nacidos vivos el denominador (ciclos iniciados, aspira-
dos o de transferencias) debe especificarse.

Tasa de parto después de TRA por paciente: nimero
de partos con al menos un nacido vivo por paciente después
de un numero especificado de tratamientos de TRA.

Tasa de partos: el nimero de partos expresados por
cada 100 ciclos iniciados, ciclos de aspiracion o ciclos de
transferencia de embriones. Cuando la tasa de partos es
expresada, el denominador (iniciados, aspirados o trans-
ferencias) debe ser especificado. Esto incluye partos que
resultaron en el nacimiento de uno o mas nacidos vivos
y/o mortinatos. Nota: el parto de un solo bebé Unico o
multiple, es registrado como un solo parto.

Tasa total de nacimientos con al menos un nacido
vivo: nimero total estimado de partos con al menos un
recién nacido vivo como resultado de un ciclo de TRA
iniciado o aspirado incluyendo todos los ciclos en fresco
y los ciclos criopreservados y descongelados. Esta tasa
es usada cuando todos los embriones -en fresco y los
criopreservados/descongelados - de un ciclo de FIV han
sido usados. Nota: El parto de un bebé Unico o multiple,
ES registrado como un solo parto.

Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA): todos los
tratamientos o procedimientos que incluyen la mani-
pulaciéon tanto de ovocitos como de espermatozoides
o0 embriones humanos para el establecimiento de un
embarazo. Esto incluye, pero no esta limitado sélo a, la
fecundacion in vitro y la transferencia de embriones, la
transferencia intratubdrica de gametos, la transferencia
intratubarica de zigotos, la transferencia intratubarica de
embriones, la criopreservacion de ovocitos y embriones,
la donacion de ovocitos y embriones, y el Utero surroga-
do. TRA no incluye inseminacion asistida (inseminacion
artificial) usando espermatozoides ni de la pareja ni de
un donante.

TESA (por sus siglas en inglés): aspiracidon de esperma-
tozoides testiculares.

TESE (por sus siglas en inglés): extraccién de esperma-
tozoides testiculares.

Torsion ovarica: rotacidon parcial o completa del pedicu-
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lo vascular ovarico que causa obstruccion del flujo sangui-
neo ovarico, y puede llevar a la necrosis de tejido ovarico.

Transferencia de embriones (TE): procedimiento
mediante el cual uno o mas embriones son colocados en
el Utero o en la trompa de Fallopio.

Transferencia electiva de embriones: transferencia
de uno o mas embriones, seleccionados a partir de una
cohorte mas grande de embriones.

Transferencia intratubarica de gametos: un procedi-
miento de TRA en el cual ambos gametos (ovocitos y esper-
matozoides), son transferidos a la trompa de Fallopio.

Transferencia intratubarica de zigoto: procedimiento
mediante el cual uno o mas zigotos son transferidos a la
trompa de Fallopio.

Vitrificaciéon: método ultrarrdpido de criopreservacion
que previene la formacion de hielo dentro de una suspen-
sion que se solidifica de manera similar al vidrio.

Zigoto: célula diploide resultante de la fecundacién de un
ovocito por un espermatozoide, la cual subsecuentemen-
te se divide para formar un embrion.
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RESUMO

Introdugdo: A maturagdo in vitro (IVM) de odcitos coletados
em ciclos ndo estimulados é uma opgdo atraente aos trata-
mentos classicos de reproducdo assistida (RA) sendo um
procedimento indicado especialmente para pacientes porta-
doras da sindrome dos ovarios policisticos (SOP) ou somen-
te de ovarios policisticos (OP). Objetivo: O presente estudo
descreve nossa experiéncia com 34 ciclos de IVM aplicados
a pacientes portadoras de SOP ou OP. Métodos: Complexos
cumulus-odcitos foram coletados de pacientes portadoras de
OP (n=7) ou SOP (n=27), 36h p6s-hCG, em ciclos ndo esti-
mulados. Ap6s um periodo de maturagdo de 28 a 30 horas,
0s o00citos que atingiram MII foram inseminados por ICSI.
Os embrides foram transferidos as pacientes no terceiro dia
de cultivo. Resultados: Nesta série obtivemos uma média de
16.3 odcitos coletados por ciclo e uma taxa de maturagdo e
fertilizagdo in vitro de 63% e de 62%, respectivamente. A
taxa de gestagdes clinicas foi de 32% (11/34). Conclusdes: A
metodologia de IVM reldne uma série de vantagens, como a
auséncia da sindrome de hiperestimulagdo ovariana, baixos
custos e a simplicidade no manejo do ciclo. Acreditamos ser
a IVM uma alternativa valida de tratamento da infertilidade,
para um grupo especifico de pacientes.

Palavras-chave: Maturagdo in vitro de ococitos, ovarios
policisticos, gestacao.

ABSTRACT

Introduction: The in vitro maturation (IVM) of oocytes
collected in unstimulated cycles is an attractive alterna-
tive to classic assisted reproduction (AR) treatments. The
procedure is particularly indicated for patient with polycys-
tic ovaries (PCO) or polycystic ovaries syndrome (PCOS).
Objective: The present study reports our experience with
34 cycles of IVM applied to PCO (n=7) or PCOS (n=27)
patients. Methods: Cumulus-oocyte complexes were
collected 36h post-hCG in unstimulated cycles. After in
vitro maturation for 28 to 30 hours, oocytes that reached
MII were inseminated by ICSI. Embryos were transferred
on day-3. Results: In the present series of IVM cycles,
we obtained an average of 16.3 oocytes collected per
cycle, 63% and 62% of in vitro maturation and fertiliza-
tion, respectively. We obtained a clinical pregnancy rate of
32% (11/34). Conclusion: The IVM methodology combi-
nes several advantages, such as the absence of hypers-
timulation, low costs and easiness to monitor the cycle.
We believe that IVM represents a valid choice of infertility
treatment for a specific group of patients.

Key words: Oocyte in vitro maturation,
ovaries, pregnancy

polycystic

INTRODUGAO

Os custos financeiros associados as técnicas de reprodugdo
assistida representam uma barreira efetiva ao tratamento
para muitos pacientes, especialmente em paises em desen-
volvimento como o nosso. Por outro lado, o uso de hormo-
nios gonadotrdficos para estimulagdo ovariana acarreta na
possibilidade das pacientes virem a desenvolver a sindrome
da hiperestimulagao ovariana (SHO) especialmente aquelas
jovens e portadoras de ovarios policisticos (Practice Commit-
tee of the ASRM, 2003).

A maturacdo in vitro de odcitos coletados a partir de ciclos
nao estimulados representa uma alternativa onde o uso de
gonadotrofinas exdgenas e a maturagdo final dos odcitos in
vivo sdo substituidos por um periodo prolongado de cultivo
in vitro, até atingirem o estagio de metafase II, aptos a inse-
minagdo. Assim, as vantagens do emprego da maturag&o in
vitro de odcitos é poder dispensar o uso de hormonios esti-
mulantes do crescimento e maturagao folicular e bloqueado-
res da hipofise, diminuindo os custos do tratamento, além
da auséncia total do risco da sindrome da hiperestimulagéo
ovariana (Trounson, 1994).

Apesar de a IVM ser uma técnica usada preferencialmente
em pacientes com ovarios policisticos, mulheres com ciclos
ovulatdrios também podem se beneficiar dela por evitarem
os efeitos colaterais das injegdes hormonais, além de dimi-
nuir os custos do tratamento. Assim, em alguns centros, a
IVM tem sido oferecida a casais inférteis por fator tubario,
fator masculino ou infertilidade sem causa aparente (Mikkel-
son et al., 1999). Cabe ressaltar que, em alguns paises como
Canada (Al-Sunandi et al, 2007), Finlandia (Sénderstrom-
Anttila, 2006) e Franca (Lé Du et al., 2005) esta metodolo-
gia ja propiciou centenas de nascimentos e em nosso pais
relatamos a primeira gravidez e nascimento ap6s um ciclo
de IVM em uma paciente portadora da sindrome dos ovarios
policisticos (Frantz et al., 2008). O presente trabalho repre-
senta a descricdo dos resultados alcangados ap6s uma série
de 34 casos de infertilidade por sindrome dos ovarios policis-
ticos ou ovarios policisticos tratados pela tecnologia de IVM.

METODOS

Todas pacientes que concordaram participar do programa
de IVM assinaram consentimento livre e esclarecido forne-
cido rotineiramente aos casais que desejam submeter-se
a tratamento de infertilidade. Foram analisados 34 ciclos
de IVM entre janeiro de 2007 e dezembro de 2009. Para
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inclusdo das pacientes foram utilizados os critérios publica-
dos pelo consenso de Rotterdam ESHRE/ASRM (2004). As
mulheres participantes tinham idades entre 25 e 36 anos
(média de 28,8 anos), portadoras de ovarios policisticos
(n=7) ou da sindrome dos ovarios policisticos (n=27). As
pacientes com amenorréia receberam acetato de medroxi-
progesterona para induzir sangramento de privagdo. Todas
as pacientes foram monitoradas por ultra-sonografia no dia
2 do ciclo para assegurar a auséncia de cistos ovarianos.
Outra avaliagao por ultra-sonografia foi executada nos dias
7 ou 8 de maneira a excluir-se a presenca de um foliculo
dominante. Os odcitos imaturos foram coletados entre o
100 e o 14° dia do ciclo, 36h apds injegdo de hCG (Ovidrel/
Serono ou Choriomon/Meizler, 10.000UI). Para aspiragao
dos pequenos foliculos, utilizou-se uma agulha de 17-Gauge
sob pressdo de sucgdo de 75 a 80 mmHg. Todas as pungdes
foram guiadas por ultra-sonografia transvaginal com sonda
multifrequencial de 5 a 9 mHz (Ultrasonix OP, Sonix).

Os odcitos imaturos foram isolados e incubados em placas
contendo meio de maturagdo (Oocyte Maturation Médium,
Sage, USA ou MediCult, Sweden), ja acrescido de fonte
protéica (no caso de Meio MediCult) ou foi acrescido de
10% de Substituto de Soro Sintético (SSS, Irvine) e suple-
mentado com 75UI de FSH, 75UI de LH (Menopour, Ferring,
Suécia) a 37°.C, 5% CO, em atmosfera Umida por 28 a 32
horas. Apds o periodo maturagdo, os odcitos foram desnu-
dados por exposicdo a hialuronidase em meio HTF (Sage,
USA) e avaliados para a verificagdo da auséncia de vesi-
cula germinativa e presenca do primeiro corpusculo polar.
Os odcitos que atingiram o estagio de MII foram insemi-
nados por injegdo intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI), trés a quatro horas apds a denudacdo. Os zigotos
obtidos foram cultivados em meio Embryo Maintenance
Medium (Sage) por 72 horas antes da transferéncia, quan-
do a avaliagdo morfoldgica foi executada (Veeck, 1999) e
os embrides com melhores indices foram transferidos para
as pacientes.

Para o preparo do endométrio, as pacientes receberam
valerato de estradiol via oral (6mg), a partir do dia da coleta
dos odcitos. Todas pacientes apresentaram endométrio de
espessura igual ou superior a 7 mm, adequado a transfe-
réncia no 3° dia pds-inseminagdo. As transferéncias foram
realizadas com cateteres Wallace® ou Sydney Cook ®
guiadas por ultra-som. As pacientes seguiram com a admi-
nistragdo de estradiol, associado ao uso de progesterona
micronizada (600mg/dia) para suporte IUteo, a partir do dia
da fertilizagao.

Gestagdes quimicas foram constatadas entre o 11°. e 13°.
dia pos-transferéncia, a partir de um teste de hCG positi-
vo, no entanto, sem a ocorréncia de saco gestacional na
ultra-sonografia. As gestacdes clinicas foram constatadas
por ultra-sonografia transvaginal 4 semanas ap6s o hCG
positivo, com a presencga de saco gestacional.

RESULTADOS

Nesta série de 34 ciclos de IVM foram coletados 556 odcitos,
16,3 em média por ciclo (Tabela I). Do total de odcitos cole-
tados, 63% (350/556) atingiram o estagio de MII. Destes
odcitos foram gerados 218 zigotos perfazendo um indice de
fertilizagdo de 62%. Deste total de zigotos, 95% (208/218)
clivaram ao estagio de 2 células. Todas as pacientes obti-
veram embrides para transferéncia. Foi transferido um total
de 112 embriGes no dia 3 de desenvolvimento embriona-
rio, sendo a média de 3,3 embriGes por ciclo. A maioria
dos embrides foi classificada como G3 (61%) ou G4 (11%),
principalmente devido a atrasos no desenvolvimento, o que
contribuiu para sua classificagdo inferior. Dentre os embri-
Oes de boa qualidade, 6% foram classificados como grau 1
e 22%, como grau 2. Obtivemos um total de 11 gestacGes

clinicas (32%), das quais cinco multiplas. Dentre as gesta-
¢Oes multiplas, quatro foram gemelares sendo que duas
pacientes tiveram 2 embrides implantados inicialmente,
porém somente um embrido permaneceu vivo e uma de
quadruplos. Desta forma, o indice total de gestagdes multi-
plas foi de 45% (5/11) e o indice de implantagéo de 16%
(18/112).

DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que a coleta, maturagdo,
fertilizacdo e desenvolvimento embrionario in vitro de odci-
tos obtidos a partir de ciclos ndo estimulados é um proce-
dimento factivel para o tratamento de infertilidade em
pacientes com ovarios policisticos ou com a sindrome dos
ovarios policisticos. Na presente série de pacientes, obtive-
mos 11 gestagGes e um indice de implantagdo préximo ao
alcancado em ciclos classicos estimulados de IVF/ICSI.
Desde o trabalho pioneiro de Cha e colegas em 1991, diver-
sos estudos em diferentes centros de reprodugdo humana
descreveram o uso da maturacdo in vitro de odcitos cole-
tados em ciclos ndo estimulados com resultados bastante
varidveis em termos de gestacdo e implantagGes (Troun-
son et al, 1994;.Tan & Child, 2002; Cha et al., 2000, 2005;
Chian et al., 2000; Child et al., 2001; Mikkelsen & Linden-
berg, 2001; Lé Du et al, 2005; Al-Sunadi et al., 2007; Ge et
al., 2007; Zhao et al, 2009).

A média de aproximadamente 16,3 odcitos coletados por
pacientes neste estudo esta entre as médias apresentadas
em trabalhos anteriores (entre 10 e 20/ciclo) (Trounson et
al, 1994; Cha et al., 2000; Child et al., 2001; Cha et al.,
2005; Lin et al., 2003; Lé Du et al., 2005;. Al-Sunaidi et
al., 2006; Ge et al., 2008; Zhao et al, 2009). A coleta de
odcitos imaturos, provenientes de foliculos pequenos exige
maior experiéncia do clinico que a realiza, tem uma duragdo
cerca de trés vezes maior do que a pungdo convencional
de foliculos, o que demanda um periodo mais prolongado
de anestesia (Child et al., 2001). Nossa “curva de apren-
dizagem”, durante a realizagdo dos primeiros casos desta
série de 34 ciclos de IVM, exemplifica claramente a impor-
tancia da aquisicdo de experiéncia por parte do clinico para
0 sucesso do procedimento, visto que o nimero médio de
odcitos obtidos por paciente foi crescente ao longo da reali-
zagdo dos casos. Em nossos ciclos iniciais, realizavamos a
coleta com outra agulha, especialmente desenvolvida para
a IVM, entretanto, nesta série de casos, usamos a mesma
agulha da FIV convencional e concluimos ser esta ultima
mais adequada para este procedimento. Sessenta e trés
por cento dos odcitos coletados imaturos atingiram o esta-
gio de metafase II apds cultura indicando capacidade de
maturacdo nuclear in vitro comparavel a resultados publi-
cados por outros grupos internacionais (Lé Du et al., 2005;
Vlaisavljevi¢ et al., 2006; Ge et al., 2008; Zhao et al, 2009).
O presente estudo utilizou hCG, 36h antes da coleta dos
odcitos. Embora este uso seja controverso baseamos nosso
protocolo em estudos (Chian et al, 2000; Son et al, 2002;
Lé Du et al, 2005; Son et al, 2007) que demonstram taxas
mais elevadas de desenvolvimento embrionario e gesta-
gOes, a partir do uso de hCG (10.000 IU) antes da coleta
dos gametas imaturos.

Dentre os zigotos obtidos no presente estudo, a taxa de
clivagem ao segundo dia foi bastante satisfatéria. O percen-
tual total de embrides GI e GII transferidos foi de 28%,
0 que é uma taxa aceitavel, entretanto, a qualidade dos
embrides no terceiro dia foi, em geral, inferior aquela obser-
vada em ciclos estimulados. A grande maioria dos embrides
(GIII e GIV) transferidos apresentou atraso no desenvol-
vimento, diferentes graus de fragmentagdo e blastdmeros
ndo homogéneos.

Se analisarmos a taxa de gestagdo clinica por odcito matu-
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rado in vitro (3%) observa-se que ela é bastante seme-
Ihante e até superior aquela relatada em outros trabalhos
de IVM da literatura internacional (Son et al., 2008; Zhao et
al, 2009). Por outro lado, se compararmos este indice com
os resultados obtidos em ciclos convencionais, em nossa
clinica (5 %) e em outros centros mundiais (1.5 -5%; por
ex., Ravhon et al, 2001; Prospt et al., 2006) para ciclos esti-
mulados ficam claros os avangos consideraveis alcangados
pela IVM como metodologia valida para o tratamento de
infertilidade em pacientes portadoras de SOP ou OP.

Com excecdo de um trabalho realizado em um pais escan-
dinavo (Sonderstrom-Anttila et al., 2005), onde a transfe-
réncia de mais de dois embriGes ndo € autorizada por lei,
a maioria dos estudos relata a transferéncia de um ndme-
ro elevado de embrides (até 6 embrides: Cha et al, 2005;
Al-Sunaidi et al, 2007; Ge et al, 2008). Também deve
ser lembrado que a falta de sincronia inerente do proce-
dimento, entre os processos de maturagdo citoplasmatica
e nuclear (Trounson, 2001; Combelles et al., 2002) pode
estar influenciando as taxas de implantacdao e gestacgdes
levadas a termo.

Em conclusdo, nossos resultados demonstram que a IVM é
uma tecnologia promissora para o tratamento da infertilida-
de em um grupo especifico de pacientes. Esta metodologia
fornece uma alternativa de baixo risco e de menor custo,
sendo os resultados obtidos comparaveis aqueles alcancados
em ciclos estimulados, dentro dos padrdes internacionais.

Tabela I- Resultados de 34 ciclos de IVM.
Variavel IVM

Idade (média =DP) 28,88+4,67

No. odcitos imaturos coletados (média 556 (16,3)
por ciclo)

No. odcitos em MII (taxa de 350 (63)
maturagao%%)

No. odcitos fertilizados (%) 218 (62)

No. embrides clivados Dia-2(%) 208 (95)

No. embrides transferidos (média por 112 (3,3)
transferéncia)

Taxa de gestagbes quimicas (hCG) por 14/34 (41)
transferéncia (%)

Taxa de gestagdes clinicas por 11/34 (32)
transferéncia (%)

Taxa de gestagdes clinicas por odcito 11/ 556 (2)
coletado (%)

Taxa de gestagBes clinicas por odcito 11/350 (3)

maturado (%)

Taxa de gestagBes por embrido
transferido (%)

Gestagbes multiplas (%)
Aborto (%)
Taxa de Implantagdo (%)

11/112 (9.8)

5/11 (45)
1/11 (9)
18/112 (16)
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Embryo transfer based on previous uterine length
measurement enhances ICSI outcomes when compared to
standard ultrasonographic-guided embryo transfer.

A transferéncia de embrides baseada na medida prévia do comprimento
uterino melhora o prognéstico da ICSI quando comparada a
transferencia padrao guiada por ultra-sonografia
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ABSTRACT avaliagdo prévia do comprimento uterino é melhor para
OBJECTIVE: To test the hypothesis that embryo trans- os indices de gravidez quando comparada ao método
fer based on previous uterine length measurement is a ultra-sonografico tradicional.
better method to improve pregnancy rates when compa-
red to the standard ultrasonographic-guided embryo METODOS: Pacientes sob estimulagdo ovarian controla-
transfer method. da (COS) para ICSI foram alocadas em 2 grupos, base-
ados no método de transferéncia utilizado Os grupos
METHODS: Patients undergoing Controlled Ovarian incluiram ciclos nos quais a transferéncia se baseou na
Stimulation (COS) for Intracytoplasmic Sperm Injection avaliagdo prévia do comprimento uterino. (ULM , n=50)
(ICSI) cycles were allocated into two groups based on e ciclos nos quais a transferéncia se deu através do méto-
embryo transfer method used. Cycles in which embryo do usual com guia ultra-sonografica (Grupo controle,
transfer was performed based on previous uterine leng- n=150). Foram comparadas a facilidade da transferéncia,
th measurement (ULM group, n=50) and cycles in which a implantagdo e as taxas de gravidez entre os grupos,
embryo transfer was performed though standard ultra- através do teste t de Student e do qui-quadrado.
sonographic-guidance (Control group, n=150). The easi-
ness of transfer, implantation and pregnancy rates were RESULTADOS: Os achados foram similares quanto a
compared among the groups using the Student’s t test faciliadde da transferéncia. Tanto a implantagdo (11.9%
and Chi-squared or Fisher exact tests as appropriate. vs 30.7% para o grupo controle e ULM , respectivamen-
te, p< 0,001) quanto as taxas de gravidez (26.0% vs
RESULTS: Similar results were found between groups 54.0% para os controles e ULM, p< 0,001) foram signi-
regarding the easiness of transfer. Both implantation ficativamente maiores no grupo de mensuragdo prévia.
(11.9% vs 30.7% for Control and ULM groups respecti-
vely, p< 0,001) and pregnancy rates (26.0% vs 54.0% CONCLUSAO: a transferéncia de embrides guida por
for Control and ULM groups respectively, p< 0,001) were ultra-sonografia, baseada na avaliagéo prévia do compri-
significantly higher in the ULM group. mento uterino é Util para aumentar os indices de gravidez
e implantagdo em pacientes submetidas a estimulagao
CONCLUSION: Ultrasound guided embryo transfer controlada para ICSI.
based on previous uterine length measurement is useful
to increase the pregnancy and implantation rates in KEY-WORDS: Assisted Reproduction, Embryo Transfer,
patients submitted to COS and ICSI cycles. Ultrassonography, Implantation, Endometrium
KEY-WORDS: Assisted Reproduction, Embryo Transfer, INTRODUCTION
Ultrassonography, Implantation, Endometrium Since the first successful childbirth resulting from in vitro
fertilization (IVF) (Steptoe and Edwards 1978), remark-
RESUMO able improvements were achieved on the treatment of
OBJETIVO: Testar a hipétese de que a transferéncia infertile couples through IVF. Throughout the years, the
de embrides guiada por ultra-sonografia e baseada na optimization of the several factors known to influence the
Recebido em 15/04/2010 Copyright - Todos os direitos reservados a
Aceito em 20/05/2010 SBRA - Sociedade Brasileira de Reproducéo Assistida
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IVF success rate has been attempted in order to increase
pregnancy rate. Embryo transfer (ET) is the last step on
the IVF process, and despite major advances achieved on
ovarian stimulation protocols, in vitro embryo develop-
ment and embryo selection, few modifications have been
made on the ET technique.

Despite high-quality embryos may be available for trans-
fer, only a small proportion of patients undergoing IVF will
ever achieve a pregnancy. In fact, previous studies indica-
te that up to 80% of the embryos that reaches the uterine
cavity fails to implant (Edwards 1995). This may be attri-
buted to multiple factors including embryo implantation
potential, endometrial receptivity and the embryo transfer
technique itself (Mansour and Aboulghar 2002).

Embryo transfer was originally performed by advancing
the transfer catheter until contact with the uterine fundus,
then withdrawing the catheter 5-10 mm and expelling
the embryos into the uterine cavity. Previous study using
ultrasound, however, showed that, during this *blind’ tech-
nique, the operator is frequently unaware that the cathe-
ter is poorly positioned (Strickler et al. 1985). Therefo-
re, transabdominal ultrasound (Leong et al. 1986) and,
more recently, vaginal ultrasound guidance (Anderson et
al. 2002) have added more consistency to the procedure.
The ultrasound guidance during the embryo transfer
allows visual monitoring of the process, while navigating
embryo placement within the uterine cavity with high
precision (Allahbadia et al. 2008).

Besides the ultrasound guidance, Coroleu et al. (2002a)
suggested that depth of the embryo insertion into the
uterine cavity may influence implantation rates after IVF.
For that, the length of the uterine cavity is measured by
transvaginal ultrasonography before embryo transfer and
based on this measurement, in the moment of trans-
fer, the tip of the catheter is placed 1.5-2 cm below the
fundus.Our goal for this study was to test the hyphothesis
that embryo transfers based on previous uterine leng-
th measurement would improve pregnancy rates in IVF
programs when compared to the standard ultrasonogra-
phic-guided embryo transfer method.

MATERIALS AND METHODS

Experimental design

This study included 200 patients undergoing intracyto-
plasmic sperm injection (ICSI) cycles for the first time,
in a private assisted fertilization center, during January
2007 to December 2007. The study was approved by the
local Institutional Review Board and an written informed
consent was obtained, in which patients agreed to share
the outcomes of their cycles for research purposes.
Cycles were divided into two groups based on embryo trans-
fer method used. Each cycle in which the embryo transfer
was based on previous uterine length measurement (ULM
group, n=50) was age-matched with three cycles in which
embryo transfer was performed though standard ultrasono-
graphic-guidance (Control group, n=150).

The easiness of transfer (easy or difficult), presence of
blood in the catheter, implantation rate and pregnancy
rate were compared among groups.

Implantation rate was defined as the total number of
gestational sacs with fetal heart activity divided by the
total number of embryos transferred. Clinical pregnancy
was defined as the presence of a gestational sac with
fetal heart activity visualized by ultrasound.

Controlled ovarian stimulation

Controlled ovarian stimulation was achieved by long
pituitary down regulation using a gonadotropin-releasing
hormone agonist (GnRH, Lupron Kit™, Abbott S.A Socie-
té Francgaise des Laboratoires, Paris, France) followed by
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ovarian stimulation with recombinant-FSH (Gonal-F®,
Serono, Geneve, Switzerland). The follicular dynamic was
followed by ultrasound (Echo Camera SSd-500, Aloka®,
Tokio, Japan), starting on day 4 of gonadotropin adminis-
tration. When adequate follicular growth and serum estra-
diol levels were observed, recombinant human chorionic
gonadotrophin (r-hCG, Ovidrel™, Serono, Geneve, Swit-
zerland) was administered to trigger final follicular matu-
ration. Oocytes were collected 35 hours after hCG admi-
nistration by transvaginal ultrasound ovum pick-up.

Preparation of oocytes and intracytoplasmic sperm
injection

After retrieval, oocytes were incubated in culture medium
(G-MOPS™-V1, Vitrolife, Kungsbacka, Sweden) covered
with mineral oil (Ovoil™, Vitrolife, Kungsbacka, Sweden)
at 37°C and 6% CO, for 3 hours. Cumulus cells were
removed with a 30 s exposure to Hepes-buffered medium
containing 80 IU/mL hyaluronidase (Irvine Scientific,
Santa Ana, USA), after which coronal cells were manu-
ally removed using a finely drawn glass Pasteur pipette
(Humagen Fertility Diagnostics, Charlottesville, Virginia,
USA). Sperm injection was carried out on the heated
stage (37°C) of an inverted microscope (Eclipse TE 300;
Nikon®, Tokyo, Japan) 40 hours after hCG trigger for MII
stage retrieved oocytes or after 24 hours in culture for
immature retrieved oocytes that had undergone nuclear
maturation.

Assessment of fertilization and embryo quality
Fertilization was assessed 18 hours after ICSI, and normal
fertilization was declared when two clearly distinct pronu-
clei were present. Embryo quality was evaluated under
an inverted microscope (Eclipse TE 300; Nikon®, Tokyo,
Japan). The following parameters were recorded: (i) the
number of blastomeres, (ii) the fragmentation percen-
tage, (iii) variation in blastomere symmetry, (iv) the
presence of multinucleation and (v) defects in the zona
pellucida and the cytoplasm. High-quality embryos were
defined as those having all of the following characteris-
tics: either 4 to 6 cells on the second day or 8 to 10 cells
on the third day of development, less than 15% fragmen-
tation, symmetric blastomeres, absence of multinuclea-
tion, colorless cytoplasm with moderate granulation with
no inclusions, absence of perivitelline space granularity
and absence of zona pellucida dysmorphism.

Embryo Transfer

Two to three days after oocyte recovery, from one to
three high-quality embryos per patient were transfer-
red depending on patient’s age. When no high-quality
embryos were available for transfer, patient was excluded
from the study.

For embryo transfer, patients with full bladder were placed
in the lithotomy position and the cervix was exposed
using a bivalve speculum. The mucus in the cervical canal
was removed with a cotton swab and the exocervix was
cleaned with a phosphate-buffered saline (PBS) solution
(Dulbecco’s PBS solution; Irvine Scientific, Santa Anna,
California, USA). For patients in ULM group, during control-
led ovarian stimulation, the distance from the external
cervical os to the fundal endometrial surface was measu-
red by transvaginal ultrasonograhy and this length was
used for embryo replacement with the tip of the catheter
achieving the half of the endometrial lumen (Figure 1).

For patients in Control group, during embryo transfer,
abdominal ultrasound was performed to visualize the
full length of the endometrium, the cervix and the uteri-
ne fundus. Under visualization, the tip of the catheter



Figure 1: Schematic view of the embryo transfer site for patients in
ULM groups

was positioned aiming to place the expelled embryo in
the middle of the cavity length (Sallam 2005), accor-
ding to the clinicians and sonographers’ judgment. For
ULM group the embryos’ replacement was based on the
previous uterus length measurement.

For all patients, a soft embryo transfer catheter (Walla-
ce®, Smiths Medical International, Hythe, UK) was used.
During the catheter insertion phase, the outer catheter
did not touch the vaginal walls to avoid transferring any
infection inside the uterus. As the outer sheath of the
catheter was inserted into the cervix, a nurse encoura-
ged the patient to notify the clinician upon feeling the
catheter or period like pain. If that occurred, even by a
slight amount, sheath insertion was postponed until the
discomfort subsided.

When the clinician was satisfied that the outer catheter
was in the correct position, the embryologist loaded the
embryos and brought the inner catheter into the transfer
room. The clinician inserted the inner catheter into the
outer catheter and the embryos were gently expelled.
The catheter was carefully removed immediately after
transfer and then checked under a stereomicroscope to
ensure that all embryos had been transferred. At the end
of the procedure, patients remained resting in bed for 30
min. All embryo transfer procedures were performed by
the same person.

Statistical analysis

Results are expressed as mean + standard deviation (SD)
for numeric variables and proportions (%) for categorical
variables. Mean values were compared by Student’s t
test, and proportions were compared by the Chi-squared
or Fisher exact test, where appropriate.

Power of test analysis was performed using the program
Analyst of the software SAS System for Windows (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).

RESULTS

Power of test analysis performed on implantation rates
revealed a value of 0.88 based on a two-sided test.
The causes of infertility were equally distributed among
the groups (Table 1) No differences were found betwe-
en groups on female age; number of aspirated follicles,
number of MII retrieved oocytes, number of transferred
embryos and endometrium thickness (Table 2).

The embryo transfers were classified as easy or difficult
and the groups were equal regarding the presence of
blood on the catheter (4.7% vs 4.3% for Control and ULM
groups respectively, p = 1.000). and easiness of transfer
(95.3% vs 96.0% for Control and ULM groups respective-
ly, p = 1.000). The transfer was considered difficult when

Embryo transfer based on uterine length - Maldonado L.G.L., et all.

the assistance of a more rigid catheter was required to
successfully accomplish the embryo transfer.

Both the implantation (11.9% vs 30.7% for Control and
ULM groups respectively, p < 0,001) and the pregnancy
rates (25.3% vs 54.0% for Control and ULM groups
respectively, p < 0,001) were significantly higher in the
ULM group.

The total number of gestational sacs visualized by ultra-
sound. and the total number of embryos transferred for
Control and ULM groups were respectively 43 vs. 37 and
361 vs. 120.

The incidence of multiple pregnancies were 3 twins and
1 triplets for control group and 10 twins and no triplets
for ULM group.

TABLE 1 - Causes of infertility of the infertility in cycles in which
the transfer were ultrasonographic-guided (CONTROL) or based on
previous uterine length measurement.

Groups CONTROL group ULM group P
N 150 50
Male factor 14.6%(22/150) 10.0%(5/50) 0.403

Ovarian disorders
Endometriosis

Tubal- uterine
factor

12%(18/150)
6.0%(9/150)
6.6%(10/150)

8.0%(4/50) 0.434
4.0%(2/50) 0.591
6.0% (3/50) 0.868

Polycystic ovarian
syndrome

Idiopathic causes ~ 44.6%(67/150) 48.0% (24/50) 0.682
Combined causes ~ 12.0%(18/150) 16.0% (10/50) 0.158

4.0%(6/150) 4.0% (2/50) 1.000

TABLE 2 - General characteristics and outcomes of the cycles
in which the transfer were ultrasonographic-guided (CONTROL)
or based on previous uterine length measurement.

Groups CONTROL group ULM group P
N 150 50
Female age 35.1 £ 4.66 35.0 £ 4.09 0.879
Retrieved oocytes 11.8 £ 8.9 10.9 £ 8.3 0.292
MII retrieved 8.44 £ 6.60 9.12 £ 7.32 0.274
oocytes
Embryos trans- 2.57 £ 0.93 2.50 £ 0.84 0.425
ferred
Endometrium thick- 12.0 £ 2.27 124 +£1.95 0.131
ness
Easiness of transfer 95.3% 96.0% 1.000
Implantation Rate 11.9% 30.7% < 0,001
Pregnancy Rate 26.0% 54.0% < 0,001
DISCUSSION

Embryo transfer is a crucial tool on assisted reproduction
treatment. Here, we tested the hypothesis that embryo
transfers based on previous uterine length measurement
would increase ICSI outcomes when compared to the
standard ultrasonographic-guided embryo transfer meth-
od. Results of the present study indicate that the embryo
transfer based on previous uterine length measurement
do not result on an easier transfer; however increased
pregnancy and implantation rates can be achieved using
this technique.

Clinical perception of the embryo transfer difficulty is a
commonly used marker for the optimum performance
of embryo transfer. However, although previous stud-
ies indicate that a traumatic embryo transfer technique
may result in damage to the endometrium (Cevrioglu et
al. 2006), the impact of easiness or difficulty of embryo
transfer on subsequent pregnancy rates is controversial.
While, decreased pregnancy rates has been reported with
difficult embryo transfer (Englert et al. 1986; Mansour et
al. 1990), such significant detrimental effect has not been
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noted by others (Tur-Kaspa et al. 1998; De Placido et al.
2002; Silberstein et al. 2004).

In the present study, although embryo transfers based
on previous uterine length measurement did not affect
the difficulty of embryo transfer, a significant impact on
the clinical outcomes could be observed. In fact, in our
trial, difficult embryo transfers were observed in less than
five percent of the cases, independently on the embryo
transfer method. Therefore it would be surprising to find
any improvement with the embryo transfers based on
previous uterine length measurement. The incre-
ased pregnancy and implantation rates observed in our
study, when embryo transfers based on previous uterine
length measurement were performed instead of stan-
dard ultrasonographic-guided embryo transfer, raise the
questions on whether the ultrasonographic guidance may
avoid injury to the endometrium.

Some potential advantages of the ultrasonographic guid-
ance have been reported. The placement of soft cathe-
ters and the positioning of the tip is facilitated (Allahbadia
et al., 2008). Some authors argue that the real benefit
of ultrasound guidance lies in the ability to increase the
clinical appreciation of the pelvic anatomy during transfer
(Abou-Setta 2007).

In fact, previous studies indicate that ultrasonographic-
guided embryo transfers are easier if compared to the
clinical manipulation alone, however the superiority of
this technique is still under debate. While some stud-
ies show an improvement on IVF outcomes (Coroleu et
al. 2000; Matorras et al. 2002; Li et al. 2005), others
demonstrate a lack of differences (Coroleu et al. 2002b;
Garcia-Velasco et al. 2002; Isaza et al. 2002; Flisser et
al. 2006; Kosmas et al. 2007).

Even though ultrasonography may confirm the position
of the catheter within the uterus, it may not ease the
entry into the uterine cavity when negotiating a tortu-
ous endocervical canal, retroverted uterus and obese
patients, when the transduction visualization in diffi-
cult. The speculum may also interfere with visualizing
the initial catheter placement by scattering or interfering
with the acoustic signal. Visualizing the entire catheter
track may not always be possible; aligning the canal and
endometrial stripe within the narrow acoustic window of
the transducer may be technically difficult if the route
traversed by the catheter falls wide of this path (Flisser et
al., 2006). Moreover, a recent meta analysis conducted
to determine whether ultrasound-guided embryo trans-
fer improved clinical pregnancy rates and live birth rates
in assisted conception did not demonstrate a difference
(Drakeley et al. 2008).

Conversely, in another meta-analysis, it was concluded
that the use of transabdominal ultrasound to guide cath-
eter placement during embryo transfer may be benefi-
cial and should become routine for all patients .(Abou-
Setta et al. 2007). Instead, in our trial we demonstrated
that embryo transfer based on previous uterine length
measurement could potentially improve implantation
rate, avoiding the ultrasound guidance available during
the embryo transfer.

Nevertheless, some catheters have an additional feature,
due to an echodense tip or echogenicity extending along
the catheter. It was hypothesized that these echogenic
catheters could minimize disruption of the endometrium
with improvement in implantation rates (Letterie et al.
1999). A prospective, randomized study concluded that
the use of these echodense catheters simplifies ultra-
sound-guided embryo transfer and the need to move the
catheter for identification, but no differences in success
rates were observed when compared with non-echodense
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catheters (Karande et al. 2002). Moreover, Coroleu at el
(2006) reported similar pregnancy rates among groups
with embryo replacement through echodense and non-
echodense catheters. Thus, even with the advent of
echogenic catheters, pregnancy rates do not seem to be
higher with the use of ultrasound-guided embryo transfer.
Previous studies already investigated the influence of
transfer distance from the fundus on clinical outcomes.
Oliveira et al., (2004) demonstrated that the pregnancy
rate is significantly affected by the transfer distance from
the uterus fundus. Frankfurter et al. (2004) showed that
both pregnancy and implantation rates are positively
affected by directing embryo placement to the lower to
middle uterine segment. Coroleu et al.(2002a) conclu-
ded that applying the fixed distance of 15-20 mm away
from the fundus might optimize the results of embryo
transfers.

In a previous study designed to determine the location of
the physiological embryo implantation site using a three
dimensional transvaginal ultrasound, results indicated
that the part of the endometrium suitable for human
blastocyst implantation, under physiological conditions, is
located at the uterine fundus, especially near the uterotu-
bal junction (Minami et al. 2003). Conversely, Frankfur-
ter et al (2003; 2004) suggested that higher pregnancy
rate could be achieved when the site of embryo repla-
cement was more distant from the uterine fundus, from
the middle to lower segments of the uterus compared to
the upper segment. Moreover, through a logistic regres-
sion analysis, Pope et al. (2004) demonstrated that for each
additional millimeter that embryos are deposited away from
the fundus, as noted by abdominal ultrasound, the odds of
clinical pregnancy increased by 11% (Pope et al. 2004).

In our trial, the embryos were deposited in the middle
of the cavity length, and, in comparison with the stan-
dard ultrasonographic-guided embryo transfer, a signifi-
cant improve on implantation and pregnancy rates was
observed. These findings suggest that the endometrial
location may provide a more favorable region for embryo
deposition and the embryo transfer based on previous
uterine length measurement may be useful to determine
the depth beyond which catheter insertion should occur.

CONCLUSION

In conclusion, our findings suggest that embryo repla-
cement in the middle of the cavity length can significan-
tly improve pregnancy and implantation rates, with no
additional costs, and therefore embryo transfer based on
previous uterine length measurement should be perfor-
med during the follicular growth control in controlled
ovarian stimulated cycles.
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A sindrome do hiperestimulo ovariano nao influencia os
resultados clinicos apds ciclos de descongelamento de
embrides provenientes de ciclos de ICSI

The ovarian hyperstimulation syndrome does not influence clinical
outcome post embryo thawing cycles originating from ICSI cycles.
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RESUMO ce the clinical outcomes when compared to patients who
Objetivo: o objetivo deste estudo foi avaliar se a crio- receive oocytes from donors but the endometrium was
preservacdo de embrides provenientes de ciclos de inje- not prepared and the embryos were cryopreserved.
cdo intracitoplasmatica de espermatozodides (ICSI) de Methods: Fifty eight couples submitted to ICSI cycles
pacientes com SHO pode influenciar os resultados clinicos in which 26 with OHSS clinical manifestation (OHSS
quando comparado as pacientes que receberam odcitos group) and 32 couples who have received oocytes from
doados e, por ndo estarem com o endométrio preparado, donors (control group). The embryos were frozen on
tiveram seus embrides criopreservados. day+2 or +3of development. All patients included in this
Métodos: Cinquenta e oito casais foram submetidos a study had embryos crypreserved before the transfer, and
ciclos terapéuticos de ICSI sendo, 26 com manifestagbes in the thawing cycle, only the endometrium prepara-
clinicas de SHO (grupo SHO) e 32 casais que recebe- tion was performed. The embryo survival, implantation,
ram odcitos de doadoras (grupo controle). Os embrides pregnancy and miscarriage rates were evaluated in the
foram congelados no dia +2 ou dia +3 de desenvolvi- embryo thawing cycle.
mento. Todas as pacientes inclusas neste estudo tive- Results: There was no difference among the groups in
ram seus embrides criopreservados antes da transfe- relation to fertilization rate (OHSS: 71.89% <+ 15.45,
réncia, e no momento do descongelamento, submetidas Control: 79.75% + 21.68, p= 0.234), survival embryos
ao preparo endometrial. As taxas de embriGes sobre- rate (OHSS: 68.85 = 21.10, Control: 59.53 + 36.79, p=
viventes, implantagdo, gestagdo, e abortamento foram 0.233), high quality embryos rate (OHSS: 25.20 + 23.90,
avaliadas nos ciclos de descongelamento embrionario. Control: 27.40 = 30.30, p= 0.760), implantation rate
Resultados: Ndo houve diferenga entre os grupos em (OHSS: 17.9 £ 26.9, Control: 12.5 £ 23.7, p= 0.435),
relagdo a taxa de fertilizagdo (SHO: 71.89% =+ 15.45, pregnancy rate (OHSS: 38.50, Control: 28.60, p= 0.441)
Controle: 79.75% + 21.68, p= 0.234), taxa de embri- and miscarriage rate (OHSS: 40.00, Control: 25.00, p=
Oes sobreviventes (SHO: 68.85 £+ 21.10, Controle: 59.53 0.332).
+ 36.79, p= 0.233), taxa de embrides de alta qualida- Conclusion: Our findings suggest that clinical outcomes
de (SHO: 25.20 + 23.90, Controle: 27.40 £+ 30.30, p= in freeze and thawing cycles were not affected by the
0.760), taxa de implantagdo (SHO: 17.9 + 26.9, Contro- presence of ovarian hyperstimulation syndrome clinical
le: 12.5 £ 23.7, p= 0.435), taxa de gestagdao (SHO: manifestation after controlled ovarian stimulation.
38.50, Controle: 28.60, p= 0.441) e taxa de abortamen-
to (SHO: 40.00, Controle: 25.00, p= 0.332). Key words: Ovarian hyperstimulation syndrome; Sperm
Conclusao: nossos dados sugerem que os resultados injections, intracytoplasmic; Pregnancy rate; Embryo
clinicos de ciclos de congelamento e descongelamento implantation
ndo sdo afetados pela presenca de manifestagdes clinicas
da sindrome do hiperestimulo ovariano apds o estimulo INTRODUCI"\O
ovariano controlado. A sindrome do hiperestimulo ovariano (SHO) foi definida
) . ) pelo Comité Prético da Sociedade Americana de Medici-
Palavras-chave: Sindrome de hi[,)erestimulagao ovaria- na Reprodutiva como “uma resposta exagerada a terapia
na, Injecbes de esperma intracitoplasmicas, Taxa de gravi- de inducdo ovulatéria”. Esta sindrome, por complicacdo
dez, Implantagdo do embrido da estimulacdo ovariana com gonadotrofinas exdge-
nas, representa um risco a vida das pacientes (Practi-
ABSTRACT ce Committee of the American Society for Reproductive
Objective: The objective of this study was evaluate if the Medicine, 2006). A apresentacdo clinica pode ser dividi-
embryos cryopreservation from OHSS patients Intracyto- da em trés categorias: leve, moderada e grave (Elchalal,
plasmic Sperm Injection (ICSI) cycles could be influen- Schenker, 1997). A incidéncia de SHO é de 20 + 33%
Recebido em 9/09/2009 Copyright - Todos os direitos reservados a
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para a forma leve, 3 £ 6% para a forma moderada, e
de 0.1 = 2% para a forma grave da doenga (Delvigne,
Rozenberg 2002).

Os principais fatores de risco associados ao desenvol-
vimento de SHO sdo: idade (pacientes jovens), baixo
peso corpdéreo, sindrome dos ovarios policisticos (SOP),
altas doses de gonadotrofinas exdgenas, nivel sérico
de estradiol (E,) elevado ou rapidamente aumentado,
e episodios prévios de SHO (Practice Committee of the
American Society for Reproduction Medicine, 2006). Os
sinais clinicos podem incluir rapido ganho de peso, oligu-
ria ou anuria, hemoconcentragao, leucocitose, hipovole-
mia, desequilibrio eletrolitico (tipicamente hiponatremia
e hipercalemia), ascite, efusdao pleural e pericardica,
sindrome do desconforto respiratério adulto e hiperco-
agulabilidade com sequelas tromboemboliticas (Whelan
3d , Vlahos 2000, Chang, Ginsberg, 2006), entre outros,
podendo estes retroceder espontaneamente apds 10-14
dias (Whelan 3, Vlahos, 2000).

Os efeitos da SHO na qualidade oocitaria ou embrionaria
sdo controversos. Fabregues et al (2004) ndo encontra-
ram qualquer diferenca na taxa de fertilizagdo, implan-
tacdo, gestacdo ou abortamento entre pacientes que
apresentam SHO e o grupo controle. Por outro lado,
Aboulghar et al (1997) sugerem que tanto a qualidade
oocitaria como a taxa de fertilizacdo sdo piores nestas
pacientes.

A criopreservacao de embrides tem sido usada como
ferramenta na prevengdo da SHO e para melhorar os
resultados dos ciclos de reprodugcao humana assistida
(RHA) em pacientes com risco de SHO (Chen et al 2003,
Orvieto 2005). Entretanto, a criopreservagao pode ter
efeitos prejudiciais no desenvolvimento dos embrides,
principalmente quando estes apresentam defeitos cito-
plasmaticos (Balaban et al 2008). O principal problema
durante a criopreservacdo dos embrides esta na forma-
cao de cristais de gelo no ambiente intracelular, que pode
levar ao dano celular e a parada de desenvolvimento
embrionario (Liebermann et al, 2003). Edgar et al (2000)
sugerem que o impacto negativo da criopreservagdo é
limitado a perda de blastdmeros, sendo a taxa de implan-
tacao de embrides descongelados e intactos similares aos
embrides frescos. Entretanto, ainda foi pouco investigado
se o possivel dano causado aos embriGes provenientes de
pacientes com SHO, somado aos efeitos da criopreserva-
cdo, pode ocasionar piores resultados clinicos do ciclo de
descongelamento. O objetivo deste estudo foi avaliar se
a criopreservagao de embrides provenientes de ciclos de
injegdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) de
pacientes com SHO pode influenciar os resultados clinicos
quando comparado a pacientes que receberam odcitos
doados e por ndo estarem com o endométrio preparado,
tiveram seus embrides criopreservados.

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Este estudo de caso controle foi realizado em 58 casais
submetidos a estimulo ovariano controlado para ciclos de
ICSI. Todos os pacientes concordaram com que os resul-
tados de seus ciclos fossem utilizados para pesquisas
cientificas, e para isso assinaram o termo de consenti-
mento informado. Além disso, as pacientes que recebe-
ram os odcitos de doadoras assinaram termo de consen-
timento Livre e Esclarecido referente ao recebimento e
transferéncia dos embriGes provenientes destes odcitos.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesqui-
sa local/ institucional.

Foram inclusos neste estudo 58 ciclos de descongelamen-
to de embrides sendo estes divididos em dois grupos:
26 ciclos em que as pacientes apresentaram manifesta-
cdo clinica de SHO, com o valor de estradiol acima de
3000pg/mL e necessidade de parecentese apos a pungao
(grupo SHO); e 32 ciclos onde as pacientes receberam
o6citos maduros doados, sendo submetidos a ICSI no dia
da puncao folicular da doadora, utilizando o sémen do
conjuge da receptora (grupo controle). Neste estudo ndo
incluimos doagdo de odcitos congelados.

A principal indicagdo para a realizagdo de ciclo de ICSI
nas pacientes do grupo SHO foi fator masculino, e nas
pacientes do grupo controle foi o fator ovariano, devido a
baixa reserva ovariana.

Os embrides das pacientes que receberam odécitos doados
inclusas neste estudo foram criopreservados, pois estas
ndo se encontravam com endométrio preparado para a
transferéncia dos embrides. Em ambos os grupos um
ciclo de descongelamento de embrides foi realizado
posteriormente. Todas as pacientes foram submetidas
a preparo endometrial para a realizacdo da transferén-
cia dos embrides criopreservados. Os valores médios da
idade materna e concentragao de E2 descritos no grupo
controle sdo referentes a doadora dos odcitos. As taxas
de embrides sobreviventes, implantagdo, gestagao, e
abortamento foram avaliadas nos ciclos de descongela-
mento de embrides de ambos os grupos.

Foram considerados embrides sobreviventes e integros ao
congelamento-descongelamento quando 50% ou mais dos
blastbmeros mostravam membranas morfologicamente
normais e citoplasma claro. Quando 100% dos blastome-
ros mostravam membranas morfologicamente normais e
citoplasma claro, os embrides foram considerados intactos.
A taxa de implantagdo foi definida como o nimero de
sacos gestacionais dividido pelo nimero de embrides
transferidos para cada paciente. A gestagdo clinica foi
definida como a presenga de saco gestacional, visibiliza-
do por ultra-sonografia (USG) e presenga de batimento
cardiaco, de 4 a 6 semanas apos a transferéncia embrio-
naria. Por fim, o abortamento foi definido como perda
espontéanea da gestacdo antes da 242 semana.

Preparo das amostras seminais para

a realizacdao da ICSI

Seguidos de 3-5 dias de abstinéncia ejaculatéria, as
amostras seminais foram analisadas quanto ao volu-
me, concentragdo, motilidade, aglutinagao, presenga de
células redondas e morfologia espermatica, segundo os
critérios estritos de Kruger e da Organizacdo Mundial
da Salude (OMS). As amostras foram preparadas por
gradiente descontinuo de densidade ou por “swim up”
sob meio, para serem utilizadas na ICSI. Para a sele-
cdo do método de processamento seminal foi levado
em consideragdo o volume e a concentragdo seminal.
Amostras com concentragao = 20 x10%/ml e motilidade
>50% foram processadas pelo método de “swim up”.
Entretanto, as amostras com valores abaixo dos acima
descritos foram processadas por gradiente descontinuo
de densidade.

Estimulacao ovariana controlada

A estimulagdo ovariana controlada foi alcangada
por bloqueio pituitario longo usando um agonista do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRHa - Lupron
Kit™, Abbott S.A Societé Frangaise des Laboratoires,
Paris, France), seguido de estimulagao ovariana com
hormonio foliculo estimulante (r-FSH - Gonal-F®, Sero-
no, Geneve, Switzerland) recombinante. As doses de
FSH administradas foram ajustadas conforme a respos-
ta folicular de cada paciente. A dinamica folicular
foi acompanhada por dosagens séricas de E, e USG.
Quando observado um foliculo com didametro supe-
rior a 18mm ou dois foliculos com diametro superior
a 16mm a gonadotrofina coriénica humana recombi-
nante (r-hCG - Ovidrel™, Serono, Genéve, Switzerland)
foi administrada para maturagao folicular final. Trinta
e seis horas apds a administragdo do r-hCG, os o006ci-
tos foram coletados por foliculo-aspiragdo transvaginal
guiada por USG.

Preparacao dos odcitos, avaliagdo da fertilizacdo e
qualidade embrionaria

Apds a recuperagdo, os odcitos foram incubados em
meio de cultura (HTF - Irvine Scientific, Santa Ana, USA)
suplementado com 10% de albumina humana sintética
(HSA, Irvine Scientific, Santa Ana, USA) coberto por 6leo
mineral (Ovoil™ - Vitrolife, Kungsbacka, Sweden) por 4-5
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horas a 37°C e 6% de CO,. A porcentagem de CO, utiliza-
da nas incubadoras foi regulada de acordo com o pH do
meio de cultivo utilizado. Esta medigao foi realizada uma
vez por semana como controle de qualidade. As células
do cumulus foram removidas por exposicdo durante 30s
ao meio tamponado com HEPES contendo 80 IU/mL de
hialuronidase (Irvine Scientific, Santa Ana, USA). Poste-
riormente, as células restantes do cumulus foram cuida-
dosamente removidas por denudagdo mecanica usando
pipetas Pasteur de vidro afiladas manualmente.

Os od6citos denudados foram entdo avaliados quanto a sua
maturagdo nuclear. Odcitos que apresentavam a extru-
sdo do primeiro corpusculo polar (metafase II), obser-
vados em microscépio invertido (Eclipse TE 300, Nikon®,
Tokyo, Japan),foram utilizados para ICSI. Os odcitos que
apresentavam a vesicula germinativa (préfase I) ou que
ndo apresentavam vesicula germinativa ou extrusdo do
primeiro corpusculo polar (metéafase I) permaneceram
em cultura e ndo foram injetados.

A fertilizagdo foi avaliada 16 a 20 horas apds a ICSI, e
esta foi considerada normal quando 2 pré-nlcleos clara-
mente distintos estavam presentes. Para avaliar a quali-
dade embrionaria foram considerados os seguintes para-
metros: (i) nUmero de blastémeros, (ii) porcentagem e
localizagdo de fragmentagdo, (iii) variagdo na simetria
dos blastdmeros, (iv) presenca de multinucleacao, e (v)
defeitos na zona pellcida e citoplasma.

Embrides de alta qualidade foram definidos como os que
apresentavam 4 células no segundo dia ou oito células
no terceiro dia de desenvolvimento, com menos de 10%
de fragmentagdo, simetria entre os blastdomeros, ausén-
cia de multinucleagdo, citoplasma com granulosidade
moderada e sem inclusGes, auséncia de granulosidade
no espaco perivitelineo, e auséncia de dismorfismo de
zona pelucida.

Preparo endometrial

O preparo endometrial foi realizado com administragao
de E, para todas as pacientes que realizaram a transfe-
réncia de embrides congelados-descongelados (200mg/
dia a partir do 5° dia do ciclo menstrual; Estradot -
Novartis, Dasel, Switzerland). Para o suporte da fase
IGtea foi utilizada rotineiramente progesterona microni-
zada (600mg/dia a partir do 14° dia do ciclo menstrual;
Utrogestan® - FQM, Rio de Janeiro, Brasil) e/ou conjun-
tamente E, (Estradot - Novartis, Dasel, Switzerland)
dependendo da idade e espessura endometrial de cada
paciente. As transferéncias foram realizadas quando o
endométrio apresenta-se espessura maior ou igual a 8,0
mm em ambos 0s grupos, e nao houvesse manifesta-
cOes clinicas de hiperestimulo nas pacientes do grupo
de estudo.

De maneira geral, os embrides das pacientes com SHO
foram transferidos cerca de 6 meses apds o desapareci-
mento das manifestagdes clinicas.

Congelamento e descongelamento de embrioes

A criopreservagdo foi realizada utilizando protocolo de
congelamento lento em camara de congelamento bioldgi-
co programado (Cryochamber CL8800, Cryologic, Mulgra-
ve, Victoria, Australia), utilizando propanodiol (PROH)
como crioprotetor. Os meios para congelamento embrio-
nario e descongelamento embrionario (Irvine Scientific,
Santa Ana, USA) foram utilizados conforme protocolo
recomendado pelo fabricante. Os embrides foram conge-
lados no dia+2 ou dia +3 de desenvolvimento, contendo
de 6 a 12 blastémeros.

Apds o procedimento de descongelamento, os embri-
Oes foram transferidos para o meio de cultivo onde a
clivagem e a qualidade embrionaria foram avaliadas
em microscopio invertido. Os embriGes foram cultiva-
dos em atmosfera umidificada a 6% de CO, e 37°C, por
2-4 horas até o momento da transferéncia embriona-
ria. Imediatamente antes da transferéncia, os embri-
O0es foram submetidos a uma pequena abertura na zona
peltcida utilizando a técnica de “Assisted hatching” com
laser diiodo (OCTAX PolarAIDE™, Herborn, Germany).

JBRA Assist. Reprod. | V. 14 | n°2 | April-May-June / 2010

Este procedimento foi realizado de maneira rotineira para
todos os ciclos de descongelamento. Para cada casal, de
um a quatro embrides foram transferidos dependendo da
qualidade embrionaria e da idade materna.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio
padrdo. Para comparacdo das médias de variaveis numé-
ricas, o teste t-Student’s foi utilizado. J& para variaveis
categoricas, os grupos foram comparados por teste de
qui-quadrado. Foram considerados significantes os resul-
tados com nivel critico de 5% (P < 0.05). A analise dos
dados foi realizada utilizando-se o programa estatistico
Minitab (versao 14).

RESULTADOS

A média de idade das pacientes foi similar entre os grupos
(SHO: 29.65 + 3.05, Controle: 30.68 + 3.64, p= 0.253).
Entretanto, a concentragdo de E, sérico alcangou, no dia
da administracao do hCG, 3720 £ 3502 pg/ml no grupo
SHO e 2753 + 1873 pg/ml no grupo controle (p= 0.214).
Ndo houve diferenca em relagdo a taxa de fertiliza-
Ggdo entre os grupos (SHO: 71.89% =+ 15.45, Controle:
79.75% + 21.68, p= 0.234). Em adicdo, a taxa de embri-
Oes sobreviventes e de embrides intactos foi similar entre
0s grupos (tabela 1).

Embora as pacientes do grupo SHO tivessem maior
nimero de embrides, e por essa razdo, maior nimero
de embrides de alta qualidade no dia do congelamento,
a taxa de embrides de alta qualidade nao diferiu entre os
grupos (tabela 1). As taxas de implantagdo, gestacao e
abortamento também ndo foram significativamente dife-
rentes entre os grupos (tabela 2).

Tabela 1: Qualidade embrionaria antes e apds o descon-
gelamento

Qualidade SHO Controle Valor
embrionaria (n= 26) (n=32) de P
Antes do congelamento

NUmero de 17.27 £ 10.16 4.75+ 1.55 <0.0001
embrides

NUmero de 4.88 + 6.73 1.38 £ 1.60 0.015
embrides de alta

qualidade

Taxa de embrides 25.20 = 23.90 27.40 £ 30.30 0.760
de alta qualida-

de (%)
Apds o descongelamento
Ndmero de 4.19 + 2.30 2.38 £1.70 0.002

embrides vidveis

Taxa de embrides 68.85 + 21.10 59.53 + 36.79 0.233
sobreviventes

(%)

Taxa de embrides 26.83 + 28.13 21.46 + 28.53  0.475
intactos (%)

SHO - Pacientes com sindrome do hiperestimulo ovariano

Tabela 2: Resultados clinicos de pacientes dos grupos SHO
e Controle

SHO Controle Valor

(n= 26) (n= 32) de P

Taxa de implantagdo (%) 17.9 £ 26.9 12.5 £ 0.435
23.7

Taxa de gestagdo (%) 38.50 28.60 0.441

Taxa de abortamento (%) 40.00 25.00 0.332

SHO - Pacientes com sindrome do hiperestimulo ovariano

DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que odcitos de pacientes
com SHO apresentam similar habilidade de fertilizagdo e
desenvolvimento embrionario que odcitos de doadoras.
Além disso, ndo foi observado efeito prejudicial da crio-
preservacdo na sobrevivéncia embrionaria apds descon-
gelamento, e nas taxas de implantacdo e gestagao.
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A implantagdo de embrides congelados-descongelados
pode ser influenciada por varios fatores, como idade
das pacientes, protocolo de congelamento e desconge-
lamento, critério usado para criopreservacao, e o estagio
da clivagem do embrido no momento do congelamento
(Lahav-Baratz et al, 2003; Gabrielsen et al, 2006).
Alguns autores sugerem que a qualidade e a maturidade
dos odcitos de pacientes com SHO sdo significantemen-
te piores (Aboulghar et al 1997; Akagbosu et al 1998).
Esta pior qualidade oocitaria pode influenciar os resul-
tados pos-descongelamento. Entretanto, embora tenha
sido discutido que a qualidade do odcito/embrido pode
estar prejudicada em pacientes com SHO, estas pacien-
tes apresentam maior nimero de odcitos a serem fertili-
zados e por conseqliéncia um maior numero de embriGes.
Usualmente, os melhores embrides sdo selecionados para
a transferéncia e somente os embrides de boa qualidade
sao selecionados para a criopreservagao.

A viabilidade de cada embrido depende da qualidade
biolégica dos gametas. Embora esteja bem reconhecido
que a qualidade do espermatozoide apresente um impor-
tante papel durante a fertilizagdo (Swann et al 2006,
Saunders et al 2007), a expressao do genoma embrio-
nario, que consiste da combinagdo do material genéti-
co do espermatozdide e do odcito, comega no segundo
ciclo de divisdo embrionaria, no estagio de 4 a 8 células
do desenvolvimento embrionario humano (Tesarik et al,
1986 e 1988). Os eventuais efeitos nos genes derivados
dos espermatozbides estdo de maneira pouco provavel
manifestados entre a fertilizagdo e o estagio de 4 células
O estagio de 4 células é normalmente observado antes
da 502 hora de desenvolvimento, e o estagio de 8 células
é usualmente notado antes da 722 hora (Veeck, 1991).
No presente estudo, o congelamento de embrides foi
realizado no segundo dia (quando a ativagao do geno-
ma embrionario provavelmente ndo ocorreu) ou terceiro
dia de desenvolvimento (de 48 a 72 horas apos ICSI).
Consequentemente, sugere-se que fatores derivados dos
o0citos poderiam ser responsaveis pelo controle pré-
implantacional até o congelamento.

No presente estudo, obtivemos, no protocolo de conge-
lamento-descongelamento, a mesma sobrevivéncia
embrionaria e resultados clinicos similares em pacientes
do grupo SHO, que em pacientes do grupo de controle.
Apesar de ndo haver diferencgas estatisticas, as pacientes
com SHO apresentaram um aumento na taxa de abor-
tamento. Raziel e cols (2002) mostraram que a taxa de
abortamento em pacientes com SHO grave era signifi-
cativamente maior quando comparada a pacientes sem
o desenvolvimento da sindrome. Por outro lado, alguns
estudos sugerem ndo haver influéncia da SHO nos resul-
tados de RHA (Aboulghar et al, 1997; Fabregues et al,
2004; Urman et al, 2007). Portanto, nossos achados,
juntamente com os estudos acima descritos, sugerem
que embrides de alta qualidade provenientes de pacien-
tes com SHO tém a mesma capacidade de sobrevivéncia
apos descongelamento e desenvolvimento que embrides
de grupos controle.

CONCLUSAO

Nossos achados sugerem que os resultados dos ciclos de
congelamento-descongelamento nao sao afetados pela
presenca de SHO. Estes resultados indicam que embrides
obtidos de ciclos de ICSI de pacientes com SHO sobrevi-
vem a criopreservagdo de maneira similar aos gerados por
outras pacientes submetidas ao mesmo tipo de tratamento.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar, através de analise histoldgica, a capa-
cidade do ovario de ratas congelados/descongelados e
posteriormente transplantados para o peritonio, respon-
der a inducdo da foliculogénese com hormoénio foliculo-
estimulante recombinante.

Métodos: Um total de 30 ratas da raga Holtzman, da
mesma idade, foi dividido em 3 grupos, sendo o grupo
I submetido a indugdo da foliculogénese com FSH
apds congelamento/descongelamento e transplante do
ovarios; grupo II teve indugdo com FSH apods transplan-
te; grupo III teve indugdo da ovulagdo (controle) apos
laparotomia. O congelamento foi feito pela técnica de
congelamento lento, com crioprotetor DMSO. O descon-
gelamento foi feito a temperatura ambiente no dia do
transplante. A indugdo foi realizada no 15° dia apds a
cirurgia. Os ovarios de todas as ratas foram removidos no
4° dia do ciclo estral para analise histoldgica.
Resultados: Os ovarios do grupo I apresentaram um
total de quatro foliculos primarios, oito pré-antrais e 13
antrais; no grupo II, sete foliculos primarios, 11 pré-
antrais e 10 antrais; e o grupo III, um foliculo prima-
rio, 14 pré-antrais e 16 antrais. Os ovarios congelados/
descongelados e transplantados para o peritoneo respon-
deram ao estimulo com FSH de forma semelhante a
ovarios em sitio natural e em relagdo aos transplantados
sem congelamento.

Conclusdes: A criopreservacdo, descongelamento e
transplante do tecido ovariano de ratas, sem reanasto-
mose vascular para o peritonio, ndo prejudicou o desen-
volvimento folicular apds a administracdo do hormoénio
foliculo-estimulante.

Palavras-chave: ovarios / transplante / congelamento /
cancer / foliculogénese / inducdo

ABSTRACT

Objective: Evaluate the capacity of transplanted rat
ovaries to respond to ovulation induction with follicular
stimulation hormone, after freezing/thawing.

Methods: A total of 30 Holtzman rats at the same age,
were included in the study and split in 3 groups. In group
I ovulation induction with FSH was performed after Freez-
ing/Thawing and transplantation of the ovary to the peri-
toneum; in group II ovulation induction with FSH was
performed after transplantation of the ovary to the peri-

toneum; in group III, ovulation induction with FSH was
performed after laparotomy was performed (shame oper-
ation). Slow freezing was performed in all groups using
DMSO and thawing was performed at room temperature
at the day transplantation was performed. Ovulation
induction was performed on day 15 after surgery. Ovaries
were removed on day 4 of the oestral cycle for histologi-
cal analyses.

Results: Ovaries of group I had four primary follicles,
eight pre-antral follicles and 13 antral follicles; group
II, seven primary follicles, 11 pre-antral follicles and 10
antral follicles; and group III one primary follicle, 14 pre-
antral follicles and 16 antral follicles. Frozen/thawed and
transplanted ovaries did respond to ovulation induction
with FSH similar to normal and non-frozen ovaries.
Conclusion: Cryopreservation, thawing and transplanta-
tion of rat ovarian tissue, with no vascular anastomosis,
to the peritoneum, did not jeopardize follicular develop-
ment after ovulation induction with follicular stimulation
hormone.

Key words: ovary / transplant / cryopreservation /
cancer / folliculogenesis / induction

INTRODUGAO

As mulheres portadoras de patologias malignas apresen-
tam, atualmente, longa expectativa de vida proporciona-
da pelos tratamentos disponiveis (Ries et al., 1999). Com
a redugdo dos indices de mortalidade e crescimento das
taxas de sobrevida, as conseqliéncias dos tratamentos
em termos de resultados sobre a capacidade reproduti-
va tornaram-se fatores importantes a serem levados em
consideragdo (Agarwal & Said, 2004). Os tratamentos
com agentes quimioterapicos, radioterapia e com cirur-
gias, entretanto, estdo associados a significante dano
gonadal. Assim, varios métodos de preservagdo da funcao
gonadal tém sido propostos (Howell & Shalet, 2002).
Algumas opgdes estdo disponiveis para preservar a ferti-
lidade em pacientes oncoldgicas e dar-lhes a oportuni-
dade de se tornarem maes apds o tratamento. O conge-
lamento de embriGes, a criopreservagdo oocitaria e a
criopreservagao de tecido cortical ovariano estdo entre
as mais recentes opgodes (Gosden, 2005; Meirow et al.,
2005; Prates & Geber, 2009). A escolha do método a ser
utilizado depende de diferentes parametros: do tipo e da
urgéncia do tratamento, do tipo de tumor, da idade da
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paciente e da existéncia de parceiro (Kim, 2006).

Para as pacientes a serem submetidas ao tratamen-
to cirdrgico (ooferectomia), o congelamento do tecido
ovariano seria o mais recomendado. Uma vez findo o
tratamento oncoldgico, o ovario pode ser descongelado
e transplantado novamente para a paciente (Demesteree
et al., 2006). A criopreservagao tem sido realizada em
estudos experimentais, com resultados bastante satis-
fatérios, mantendo a viabilidade do tecido germinativo
(Hovatta, 2005). Mais ainda, a recuperagdo do tecido
ovariano apds o descongelamento vem sendo demonstra-
da por analises morfoldgica, imunohistoquimica e funcio-
nal (Newton et al., 1996; Candy et al., 2000; Fabbri et
al., 2003; Liu et al., 2003; Segino et al. 2003).

O transplante ovariano fresco, para a cavidade perito-
neal, sem reanastomose vascular, em ratas, foi descrito
com sucesso por Barros et al., 2008. Lee et al. (2005)
descreveram desenvolvimento folicular apds transplante
subcutdneo de tecido ovariano criopreservado, em ratas.
Em ovarios de ratas congelados/descongelados, e poste-
riormente transplantados sem reanastomose vascular,
Prates et al., (2008) também descreveram retorno a fungdo
reprodutiva. Em ovelhas, Gosden et al. (1994) descreve-
ram gestagoes, a partir de transplante autélogo de tecido
ovariano fresco e apos congelamento. Salle et al. (1998)
mostraram desenvolvimento normal de foliculos em frag-
mentos de ovério de ovelhas transplantados para o hilo
ovariano contralateral apds congelamento. Gunasena et al.
(1997) obtiveram gestacdes em camundongos apos trans-
plante autdlogo de ovario fresco e apds congelamento.

O uso de indutores da foliculogénense apds congelamento/
descongelamento e transplante de tecido ovariano, foi inicial-
mente descrito por Wang et al. (2002). Os autores descrevem
crescimento folicular nos ovarios de fémeas de camundon-
gos induzidas com gonadotrofina da mulher menopausada
superior ao observado no grupo sem indugdo.

Em humanos, apenas um numero limitado de mulheres
foi submetida a indugdo da foliculogénese apds trans-
plante de ovarios congelados/descongelados, com resul-
tados limitados. Um total de 25 mulheres foram subme-
tidas ao tratamento com um pequeno nimero de odcitos
captados, com baixa taxa e fertilizagdo e desenvolvimen-
to embriondrio e apenas uma gestacdo descrita apos
uso da técnica de reprodugédo assistida (Oktay & Sonme-
zer, 2004; Schmidt et al., 2005; Dolmans et al., 2009;
Sanchez-Serrano et al., 2010).

O objetivo do estudo foi avaliar, através de analise histo-
légica, a capacidade do ovario de ratas congelados/
descongelados e posteriormente transplantados para o
peritonio, responder a indugdo da foliculogénese com
hormonio foliculo-estimulante recombinante.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo experimental controlado que
utilizou ratas da raga Holtzman, nuligestas e com idade
superior a 12 semanas de vida, cujo peso minimo era
de 200 gramas. O estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica em Experimentagao Animal (CETEA) da Universida-
de Federal de Minas Gerais (101/05). A abordagem dos
animais foi feita de acordo com as recomendacdes da
Declaragdo de Helsinque e com as Normas Internacionais
de Protegdo aos Animais (Cooper, 1985). As ratas foram
mantidas em regime de luz/escuriddo de 12/12horas com
agua e racdo ad libitum.

Um total de 30 ratas foi dividido em trés grupos com 10 ratas
cada sendo: Grupo I (estudo) inducdo da foliculogénese,
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apods ooferectomia, criopreservacdo e transplante do tecido
ovariano; Grupo II (controle) inducao da foliculogénese apds
o ooferectomia e transplante do tecido ovariano e Grupo III
(controle - laparotomia branca), inducdo da foliculogénese.

Procedimento cirtirgico

Os animais foram operados em dois conjuntos de 15, todos
pertencendo a mesma ninhada, sendo cinco para cada um
dos grupos de estudo, escolhidos de forma aleatéria. Foram
realizadas as cirurgias seguindo-se a seguinte ordem:
congelamento (Grupo I), transplante peritonial (Grupo
IT), controle (Grupo III), completando-se, desta forma, as
15 cirurgias. Os trés grupos foram emparelhados quan-
to a idade das ratas e quanto a habilidade do cirurgido (a
mesma equipe) no decorrer de todo o experimento.
Inicialmente foi realizada analgesia e anestesia com a
associagao de xilazina (10mg/kg) e ketamina (60 mg/kg)
por via intramuscular, seguida de tricotomia e anti-sepsia
da regido abdominal e abertura da cavidade abdominal e
com o respectivo inventario. Nas ratas do grupo I, foram
realizadas a ooforectomia bilateral e cauterizagdo do
suporte sanguineo com cautério bipolar. Os ovarios exci-
sados foram seccionados em seu maior diametro e intro-
duzidos cada um em um tubo Eppendorf distinto, conten-
do meio de cultura tamponado (Geber et al., 2002), e
colocados em gelo. Cada rata desse grupo foi identificada
por meio de pequenas incisdes nas orelhas.

Nas ratas do grupo II, os ovarios também foram resseca-
dos bilateralmente, seccionados pela metade e, uma das
metades seccionada foi suturada em superficie de peritonio,
ipsilateralmente ao ovario originario, junto a bifurcacdo dos
vasos epigastricos inferiores superficiais. As ratas do grupo
III foram submetidas a laparotomia, com o inventario da
cavidade e observagdo criteriosa dos ovarios das mesmas.
Nos trés grupos, apds a realizagdo dos procedimentos descri-
tos, foi feita a sutura em monobloco de periténio, aponeuro-
se e pele. Depois disso, as ratas eram observadas até o seu
restabelecimento e recolocadas nas respectivas gaiolas.

Congelamento/descongelamento

Os ovarios removidos, e seccionados em duas metades,
foram preparados para o congelamento a partir da retirada
de toda a gordura peritonial e periovariana. Foi realizado o
congelamento de apenas uma das metades de cada ovario.
Cada fragmento foi lavado por trés vezes em meio de
cultura tamponado contendo 10% de substituto sintético
de soro (SSS - Irvine - EUA) e entao colocado em crio-
tubos identificados contendo um volume final de 1,8 ml
de crioprotetor dimetilsulféxido (DMSO - Sigma - EUA)
1,5 Molar, acrescido de 10% de SSS. Em seguida, foram
colocados em uma maquina de congelamento (KRYO
10 - Planer - EUA) para a realizagdo do procedimento,
seguindo-se o protocolo lento, primeiramente descrito
por Newton et al. (1996). Inicialmente, a temperatura foi
reduzida em 2°C por minuto até atingir a temperatura de
-9°C, quando foi realizado o seeding e a temperatura foi
mantida por 10 minutos. Em seguida, as rampas foram
de: 3°C por minuto até -40°C e 10°C por minuto até atin-
gir -140°C, quando os tubos foram levados para os racks
e inseridos em nitrogénio liquido a -196°C, onde foram
mantidos por quatro semanas (Geber et al., 2002).

O descongelamento foi feito colocando-se os criotubos
em banho-maria a temperatura de 37°C por 3 minutos
em agitagdo. Os fragmentos dos ovarios foram entdo,
exaustivamente lavados em meio de cultura tamponado
e colocados em novos tubos, em gelo.
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Transplante apés congelamento/descongelamento

No dia do descongelamento, isto &, quatro semanas apos a
exerese e congelamento do tecido ovariano, as ratas (grupo
I) foram submetidas a uma nova laparotomia. Os fragmen-
tos dos ovarios descongelados foram entdo suturados na
superficie peritonial junto a bifurcacdo dos vasos epigastri-
cos inferiores superficiais, da mesma forma descrita para as
ratas do grupo II, e cada rata recebeu seus proprios ovarios.

Indugéo da foliculogénese

Foi utilizado o FSH recombinante (Gonal F - Serono -
Brasil) na dose de 15 UI, realizado no 15° dia apos a
cirurgia (dia 1 do ciclo estral) por via intramuscular, nas
ratas dos grupos II e III. Para as ratas do grupo I, reali-
zou-se 0 mesmo procedimento 15 dias apds o transplante
dos fragmentos dos ovarios descongelados.

Exérese dos ovarios e analise histolégica

Os ovarios de todas as 30 ratas foram removidos no quar-
to dia do ciclo estral estimulado (trés dias ap6s a admi-
nistracdo do FSH), por laparotomia, e foram mantidos
em formol, para posterior avaliacdo histoldgica. Os cortes
de parafina foram realizados com espessura de 6um e as
laminas foram coradas com hematoxilina e eosina.

Foi realizada analise quantitativa e qualitativa dos frag-
mentos dos ovarios, com avaliacdo do nimero e do esta-
gio de desenvolvimento folicular com aumento de 400
vezes, em uma area de 1000um X 1000um, locada no
centro da lamina. Os foliculos foram classificados como
primarios, quando possuiam uma camada de células da
granulosa cubdides; como pré-antrais, quando tinham
duas ou mais camadas de células da granulosa, mas nao
mostravam um antro folicular; e como antrais, quando a
cavidade antral era observada (Oktay et al., 1995).

Andlise estatistica

O célculo amostral revelou a necessidade de analise de um
minimo de sete ratas por grupo, para detectar a diferenca
de 1,81 entre o niUmero médio de foliculos dos grupos, com
poder de 80% e erro tipo I de 5%. Para a analise estatis-
tica foram utilizados os testes do qui-quadrado e a analise
da mediana e dos intervalos interquartil (25-75), estes
Ultimos devido a ndo-normalidade dos dados. Os resul-
tados foram considerados significativos quando p<0,05.

RESULTADOS

Um total de 30 ratas foi incluido neste estudo e ndo
foram observados oObitos ou perdas durante a realiza-
¢do do mesmo. Em trés ovarios foi observada a forma-
cado de abscessos, sendo um em rata do grupo II e dois
em ratas do grupo I. Todas foram excluidas da analise.
N&o houve diferenca entre o peso das ratas dos trés
grupos, variando de 200 a 350g (p = 0,432). A idade
das mesmas variou de 12 a 18 semanas, com média de
14,6 semanas.

Foram observados foliculos em todos os estagios do
desenvolvimento, nos trés grupos estudados, e o grupos
apresentaram o mesmo comportamento quanto a ocor-
réncia de foliculos, com predominancia dos foliculos
antrais sobre os foliculos primarios (p = 0,158). Devi-
do a ndo-normalidade dos dados, foi feita analise da
mediana e dos intervalos interquartis p25 e p75 para os
foliculos encontrados em casa fase do desenvolvimen-
to. Nessas analises, ndo se observou diferenga entre os
grupos em relagdo aos achados de foliculos em todas as
fases do desenvolvimento (Figuras 1, 2, 3).

JBRA Assist. Reprod. | V. 14 | n°2 | April-May-June / 2010

O numero de foliculos encontrados, a partir da somatoria
de todos os campos analisados, nas 8 ratas do grupo I
foi de 25; nas 9 ratas do grupo II foi de 28 e nas 10 ratas
do grupo III foi de 31. Nao foi observado diferenga entre
os trés grupos, (p=0,99) (Tabela 1). Quando avaliamos o
numero de foliculos em desenvolvimento, observado em
cada ovario, o nimero variou de dois a cinco. Encontrou-
se variagdo entre dois e cinco foliculos no grupo I e entre
dois e quatro nos grupos II e III, com medianas de 3,00
para os grupos I e II e de 3,50 para o grupo III (Figura 4).

Tabela 1. Nimero de foliculos observado apds inducdo da
foliculogénese em ovarios normais, transplantados e trans-
plantados apds congelamento/descongelamento

Ratas Foliculos = Foliculos/campo

Grupo I 8 25 3,13+1,13
Grupo II 9 28 3,11+0,78
Grupo III 10 31 3,10+0,99
(mediazxdesvio padrao)
p = 0,99

&

0,5

0,0 —

1 2 3
Grupo

Figura 1 - Comparacgdo entre o nimero de foliculos primarios em ovarios
normais, transplantados e transplantados ap6s congelamento/desconge-
lamento (p = 0,62)
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Figura 2 - Comparagdo entre o numero de foliculos pré-antrais em
ovarios normais, transplantados e transplantados apds congelamento/
descongelamento (p = 0,71).
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Figura 3 - Comparacgdo entre o nimero de foliculos antrais em ovarios
normais, transplantados e transplantados apds congelamento/desconge-
lamento (p = 0,68).
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Figura 4 - Comparagdo entre o numero de foliculos em desenvolvimento
em ovarios normais, transplantados e transplantados apds congelamento/
descongelamento (p= 0,99).



DISCUSSAO

A preservacao do tecido ovariano para posterior utilizagdo
em ciclos de reproducgdo assistida representa importante
alternativa na manutengdo da capacidade reprodutiva em
mulheres submetidas a tratamentos que tém como efeito
adverso a castracao. Muitas das pacientes com doencas
malignas durante o periodo reprodutivo irdo evoluir com a
faléncia ovariana prematura, certamente aquelas submeti-
das a ooferectomia bilateral. Algumas abordagens visando
a protecdo ovariana tem sido propostas e variam conforme
o tratamento utilizado (Prates & Geber, 2009).

No caso de ooferectomia bilateral, a alternativa de se
criopreservar o tecido ovariano para posterior transplan-
te, € uma opgdo que pode permitir o retorno da capacida-
de reprodutiva. Para isso, é fundamental que ocorra nao
apenas a sobrevivéncia do tecido ovariano criopreserva-
do, mas que também ocorra o transplante com sucesso.
A simplicidade do procedimento e sua viabilidade técni-
ca foram demonstrados por Barros et al. (2008), em
procedimento realizado com sucesso, sem reanastomose
vascular, para a superficie peritonial.

A técnica de congelamento ovariano tem sido proposta ha
alguns anos. Gosden et al. (1994) descreveram gestacgodes
em ovelhas apds congelamento de fragmentos de ovarios
e posterior transplante. Candy et al., (2000) demonstra-
ram que os ovarios congelados de macacas apresenta-
vam retomada da foliculogénese depois de transplanta-
dos para camundongos imunodeficientes. Newton et al.
(1996) comprovaram a viabilidade de se transplantarem
fragmentos de ovarios humanos congelados para camun-
dongos imunodeficientes. Em 1997, Gunasena et al. obti-
veram nascimentos de camundongos apos transplante
autdlogo de ovarios congelados. Prates et al., (2009)
demonstraram a manutengdo da capacidade enddcrina
dos foliculos em tecido ovariano transplantado para o
periténio de ratas apos congelamento/descongelamento.
A idade e o peso das ratas foi o mesmo em todos os
grupos, nao interferindo nos resultados observados. A
presenca de trés casos de abscessos, ndo interferiu nos
resultados, uma vez que as ratas acometidas foram exclu-
idas do estudo. Como ndo ocorreram nos caos do grupo
sem transplante, podemos inferir que tenha ocorrido em
conseqléncia a manipulacdo pois, embora em nimeros
absolutos estes sejam poucos (um caso nos transplan-
tes a fresco e dois apds o congelamento/descongelamen-
to), os abscessos estiveram presentes nos casos de mais
manipulagdo. Uma segunda explicacdo poderia estar
ligada a inviabilidade desses ovarios (necrose tecidual),
secundaria a perda de aporte sanguineo. Importante
lembrar que o tempo decorrido entre a exérese ovariana
e 0 congelamento, somado ao tempo entre o desconge-
lamento e o transplante, ndo foi superior a trés horas em
nenhum dos casos. Cleary et al. (2001) relatam a falta de
influéncia nos indices de necrose ovariana quando o peri-
odo em que o tecido ovariano ficasse sem aporte sangui-
neo fosse inferior a trés horas

Nosso estudo teve como objetivo avaliar o desenvolvi-
mento folicular, em ovarios congelados/descongelados e
transplantados para a superficie peritonial de ratas, apds
estimulo com FSH, e comparou, provavelmente pela
primeira vez, o efeito com ovarios transplantados e ndo
congelados e ovérios normais. A resposta ovariana ao
estimulo com gonadotrofinas foi observada por Wang et
al. (2002). Este estudo, foi realizado em camundongos,
com o uso de hMG e apenas no grupo de estudo, sem se
preocupar com o uso de grupo-controle, sem congela-

Indugéo da foliculogénese em ovarios - Souza J.H.K., et al.

mento. Este fato pode ter criado viés no resultado, pois
foram comparados diferentes grupos, isto €, com e sem
indugao.

Em humanos, Oktay & Sonmezer (2004), descreveram
uma paciente submetida a transplante ovariano apds
congelamento/descongelamento, e obtiveram 20 odcitos
em oito meses de indugdo com gonadotrofinas, sendo
oito inseminados, dois fertilizados e um transferido, sem
gravidez. Schmidt et al. (2005) induziram a foliculogénese
em uma paciente, apds transplante de ovario congelado/
descongelado, e conseguiram dois embrides, que foram
transferidos e nao resultaram em gestacdo. Dolmans
et al. (2009) descreveram 21 casos de puncao folicular
apds indugdo com apenas 16 odcitos identificados sendo
10 em MII, cinco fertilizados com bom desenvolvimento
embrionario, porém sem gravidez. Sanchez-Serrano et
al., (2010) relataram gravidez apos transplante de ovario
congelado/descongelado, seguido de indugdo da foliculo-
genese para fertilizagdo in vitro.

Nossos resultados demonstraram que a resposta foli-
cular ao estimulo com FSH em ovarios de ratas conge-
lados/descongelados e transplantados para o periténio
sem anastomose vascular é semelhante a obtida com os
ovarios in locus e aos transplantados para a superficie
peritonial sem congelamento. Esses resultados permitem
sugerir a possibilidade de se realizar o procedimento de
forma semelhante em mulheres submetidas a ooforec-
tomia, mantendo-se sua capacidade reprodutiva. Mais
ainda, eles poderdao encorajar o desenvolvimento dos
protocolos de transplante autdlogo de tecido cortical
ovariano, apo6s congelamento/descongelamento, com
mais possibilidades de obtencdo de gestacao.

Em resumo podemos concluir que a criopreservagao,
descongelamento e transplante do tecido ovariano de
ratas, sem reanastomose, vascular para o peritonio, ndo
prejudicou o desenvolvimento folicular apds a adminis-
tracdo do horménio foliculo-estimulante.
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RESUMO

A hiperestimulacdo ovariana controlada é de suma
importancia para a realizagdo das técnicas de alta
complexidade como a Fertilizagdo in vitro. Porém, nas
pacientes mas respondedoras, a indugdo da ovulagdo
passa a ser um grande desafio, pois ndo é incomum o
cancelamento do ciclo por falha da resposta ovulatéria.
Inumeros protocolos de inducdo da ovulagdo sdo utili-
zados para atingirmos o sucesso nestas pacientes. Basi-
camente a hiperestimulagdo ovariana controlada pode
variar quanto ao tipo e dosagens das gonadotrofinas,
associados aos varios protocolos de utilizagdo ou ndo
de andlogos agonista e/ou antagonista, e ainda medica-
mentos coadjuvantes que possam melhorar a resposta
ovulatéria.

O objetivo desta revisdao bibliografica foi mostrar os
inimeros protocolos de indugdo da ovulagdo disponiveis
na literatura e tentar identificar protocolos realmente
eficazes nas pacientes mas respondedoras.

Palavras chaves: inducdo da ovulagdo; mas responde-
doras; gonodotrofinas, fertilizagdo in vitro

ABSTRACT

Controlled ovarian hyperstimulation is very important for
the realization of highly complex techniques such as in
vitro fertilization. However, in poor responder patients,
the induction of ovulation becomes a big challenge,
therefore it is no uncommon the cycle cancellation due
to failure in ovulatory response.

Numerous protocols for ovulation induction are used to
achieve success in these patients. Basically the control-
led ovarian hyperstimulation can vary in type and dosa-
ge of gonadotrofins, associated with the various proto-
cols in use or not of agonist and /or antagonist analogs,
and yet supporting medications that can improve ovula-
tory response.

The aim of this revised bibliography was to show the
innumerable protocols of induction ovulation available in
literature and to try to identify the most effective proto-
cols in poor responders patients.

Key words: induction of ovulation; poor responders;
gonadotrofins; in vitro fertilization

INTRODUGAO

A Hiperestimulagdo Ovariana Controlada (HOC) é consi-
derada um procedimento importante para 0 sucesso no
tratamento do casal infértil que serd submetido as técnicas
de Fertilizacdo in vitro (FIV) e transferéncia de embrides
(TE), pois permite a recuperagdo de um numero maior de
docitos de boa qualidade com capacidade de serem ferti-
lizados e gerar bons pré-embriGes para a transferéncia.
Porém, nas pacientes “mas respondedoras”, que corres-
pondem segundo alguns autores de 9 a 24% das pacien-
tes que realizam FIV, a HOC representa um grande desa-
fio (Sunkara et al.,2007; Demirol & Gurgan, 2009). Varios
protocolos com diferentes doses de gonadotrofinas tém
sido sugeridos, mas infelizmente nenhum mostrou-se
realmente efetivo e ideal na abordagem deste grupo de
pacientes. Além disso, independente do protocolo utili-
zado, o resultado final, ou seja, taxa de nascidos vivos,
é muito menor quando comparamos com as pacientes
“normorespondedoras” (Tarlatzis et al., 2003; Ubaldi et
al., 2004; Manno et al, 2009).

Portanto, o objetivo desta revisdo realizada nas bases de
dados Medline e Lilacs, utilizando-se os termos: indugdo da
ovulagdo; mas respondedoras; gonodotrofinas, fertilizacdo
in vitro, até o ano de 2009, foi mostrar os inUmeros proto-
colos disponiveis na literatura e tentar identificar aqueles
realmente eficazes nas pacientes mas respondedoras.

GONADOTROFINAS

Altas doses:

Quando iniciamos doses padroes de gonadotrofinas entre
150 a 300 Ul/dia, e nos deparamos com uma falha no
crescimento multifolicular, logo pensamos em um proxi-
mo ciclo de tratamento, aumentar a dose. Porém, varios
autores mostram tanto em estudos prospectivos como
retrospectivos, que dose superior a 450UI/ dia é inefi-
caz tanto em aumento da resposta ovariana, quanto
nas taxas de gestagdo, além do inconveniente de poder
cursar com mais efeitos colaterais e custo mais eleva-
do (Van Hoof et al.,, 1993; Karande et al., 1990; Land
et al., 1996; Siristatidis & Hamilton, 2007; Berkkanoglu
& Ozgur, 2009). Apenas um estudo publicado em 1989,
mostrou um aumento nas taxas de gravidez e redugao
nas taxas de cancelamento ao aumentar a dose diaria
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de 300UI para 450UI (Hofmann et al., 1989). Estudos
mostram que estas pacientes parecem apresentar uma
reducdo da reserva ovariana, sendo que o resultado sera,
na maioria das vezes, pobre, independente da dose diaria
administrada, e que as taxas de gravidez sao inversa-
mente correlacionadas a quantidade de gonadotrofinas
utilizadas (Karande et al., 1990; Land et al., 1996).

FSH recombinante(FSHr) versus FSH de origem
urinaria(FSHu):

Alguns autores sugerem o0 uso de cada um deles com
o objetivo de melhorar a resposta ovariana, porém, em
apenas dois trabalhos publicados com um ndmero muito
pequeno de casos reportam um melhor resultado com o
uso de FSHr (Raga et al., 1999; De Placido et al., 2000).
Entretanto, um estudo prospectivo e randomizado utili-
zando protocolo longo, mostrou nao haver diferencga
nas taxas de gravidez e taxa de abortamento, havendo
somente um melhor custo-beneficio ao utilizar o FSHu
(Mohamed et al., 2006).

FSH iniciando na fase lGitea média:

O recrutamento e selegdo dos foliculos pré-antrais ocorre
na fase litea média do ciclo anterior ao ciclo estimula-
do. Frente a este fato, alguns autores sugerem iniciar
a utilizagdo de gonadotrofinas em torno do 23° dia do
ciclo anterior. Infelizmente, dois estudos prospectivos
randomizados ndo mostraram diferenga significativa nos
resultados avaliados, ou seja, taxa de cancelamento,
numero de odcitos recuperados e doses de gonadotrofi-
nas administradas (Rombauts et al., 1998; Kansal et al.,
2008). Entretanto, um estudo preliminar mostrou melhor
resposta folicular analisando apenas cinco pacientes, e
tendo estas como préprio grupo controle (Kalra et al.,
2006). Outro estudo, prospectivo, randomizado, mais
recente, comparou o inicio do FSHr junto com o agonista
do GnRH em protocolo longo versus iniciando a gona-
dotrofina no segundo dia do ciclo, e obteve melhores
resultados quando iniciou na fase l(tea, obtendo maior
nimero de odcitos maduros (6,8 vs 3,2) e maior taxa de
gravidez (38% vs 15%) (Kucuk et al., 2008). Acredita-
mos portanto, serem necessarios estudos mais amplos
para confirmarmos tais observacdes.

ANALOGOS AGONISTAS DO GnRH

Estad claro que a utilizagdo dos analogos agonistas do
GnRH em pacientes “normorespondedoras” submetidas
a HOC traz inUmeros beneficios, pois diminui as taxas de
cancelamento, aumenta o niimero de foliculos pré-ovula-
torio, assim como a quantidade de odécitos recuperados,
gerando um aumento do nimero de pré-embriGes de boa
qualidade a serem transferidos (Tarlatzis et al., 2003).
Porém, em pacientes “mas respondedoras” ainda ndo
estdo claros estes beneficios, pois alguns pesquisadores
mostram que o agonista do GnRH parece ter uma acao
direta no tecido ovariano modulando a esteroidogénese
e maturacdo oocitaria, sendo que em algumas situagdes
poderia causar uma excessiva supressdo gonadal levando
a uma reducdo ou auséncia de resposta folicular (Yashi-
mura et al., 1992; Kowalik et al., 1998).

Uma vez optando pelo protocolo longo com agonista do GnRH
para “mas respondedoras”, temos as seguintes opgoes:

1. Protocolo longo com reducao da dose:

Manutencdo do protocolo longo de Analogo agonista do
GnRH, reduzindo a dose pela metade antes de iniciar as
gonadotrofinas. Teria o objetivo de reduzir o efeito do
analogo agonista nos receptores ovarianos e manter a
supressdo hipofisaria (Olivennes et al., 1996; Feldberg
et al., 1994). Em trabalho comparando o protocolo citado
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acima (iniciando com 100 pg até a supressdo hipofisaria
e passando para 50 pg ao iniciar as gonadotrofinas) ao
protocolo “flare up” ( inicio do andlogo agonista do GnRH
nos primeiros dias do ciclo menstrual), mostrou diferen-
ca estatisticamente significativa, tanto um nimero maior
de odcitos recuperados, como um aumento nas taxas
de implantagdo e gestagao no grupo do protocolo longo
(Ariel et al.,2003). Outro estudo descritivo, restropectivo,
mostrou que os agonistas usados na fase litea ou proto-
colos microdoses sdo escolhidos com menor freqiiéncia,
mas que podem ser uma boa opgdo nas pacientes mas
respondedoras. (Reh et al., 2008)

2. Protocolo longo com parada (“"GnRH agonist
stopped”):

Manutengdao do protocolo longo utilizando uma dose
menor de Analogo do GnRH parando no primeiro dia
do ciclo ou no primeiro dia de gonadotrofina. Assim é
possivel reduzir o provavel efeito de inibigdo direta do
Analogo do GnRH nos receptores gonadais (Yashimura et
al.,, 1992; Kowalik et al., 1998; Latouche et al., 1989), e
provocar uma menor supressdo hipofisaria, porém, ainda
suficiente para impedir o pico precoce do LH durante
a fase folicular (Smitz et al.,, 1992). Pelo fato de parar
precocemente o andlogo agonista do GnRH, a incidéncia
de pico precoce do LH é baixa mas ndo ausente, tornando
os resultados contraditérios.

Com a utilizagdo deste protocolo, varios estudos pros-
pectivos, mas ndao randomizados, mostram uma menor
quantidade de gonadotrofinas utilizadas, e um aumento
no niimero tanto de odcitos recuperados quanto de gravi-
dez clinica (Faber et al., 1998; Pinkas et al., 2000; Scha-
chter et al., 2001; Pu-Tsui et al., 2002). Por outro lado,
dois estudos prospectivos e randomizados mostraram
ndo haver diferenca estatistica nos resultados avaliados
entre os grupos estudados (Dirnfeld et al., 1999; Garcia-
Velasco et al., 2000).

3. Protocolos utilizando o “Flare-up” com analogos
agonista do GnRH:

Este protocolo pode ser subdividido em dois tipos: Curto
e Ultra-curto. No primeiro inicia-se o analogo agonista do
GnRH no inicio do ciclo, juntamente com a administra-
cdo das gonadotrofinas, mantendo o analogo até o dia do
hCG. Ja no Ultra-curto o inicio é igual, porém se interrom-
pe o analogo apo6s 3 a 4 dias (Howles et al., 1987; Marcus
et al., 1993). Os objetivos sdao de diminuir a supressao
ovariana e aproveitar a liberagdo inicial das gonadotrofi-
nas enddgenas provocada pela agdo do andlogo agonista
do GnRH (“Flare-up”).

Outros protocolos surgiram dai, utilizando-se uma redu-
cdo da dose, seja desde o inicio do ciclo ou seja apds 3
a 4 dias do inicio da administracdo das gonadotrofinas,
com a finalidade de diminuir mais ainda a supressao
ovariana e portanto aumentar a agao das gonadotrofi-
nas no parénquima ovariano. Alem disso, a microdose do
agonista do GnRH nos protocolos “flare-up” foram testa-
dos com o objetivo de liberar o pico enddégeno de gonado-
trofinas sem o fen6meno de aumento do LH, androgénios
e progesterona, ja reportado nos protocolos classicos
“flare-up” (Scott et al., 1993; Deaton et al., 1996). Pelo
menos teoricamente, seria o protocolo mais recomenda-
do para as pacientes com baixa resposta ovulatoria.
Trabalhos que comparam os protocolos longos com os
curtos ndo mostraram diferenga estatistica nas taxas
de nascimento, e por isso, recomendam os protocolos
curtos por serem economicamente mais acessiveis. (Ho
et al., 2008). Estudo mais recente, porém, sugere que
o protocolo “flare-up” com agonista tem melhores taxas
de gravidez e implantacao que o antagonista, provavel-



mente por melhorar a qualidade oocitaria e embrionaria
(Manno et al., 2009).

3.1 Protocolos “Flare-up” com doses padroes:
Infelizmente ndo ha trabalho prospectivo e randomizado
que avalie o protocolo “Flare-up”. Nos poucos trabalhos
prospectivos nao randomizados e retrospectivos publica-
dos, os resultados mostram uma taxa menor de cancela-
mento e maior de gestagcdao (Howles et al., 1987; Padilla
et al., 1996; Toth et al., 1996; Yarali et al., 2009). Porém,
outros autores nao conseguiram confirmar estes dados,
mostrando ndo haver beneficios na utilizagdo dos proto-
colos “Flare-up” classicos (Karande et al., 1997). Uma
revisdo retrospectiva mais recente compara o protoco-
lo “Flare-up” com antagonista, obtendo-se resultados de
gravidez e nascidos vivos similares. (Berin et al., 2009).
Novo trabalho prospectivo, randomizado, que compa-
ra o protocolo “Flare-up” agonista com o antagonista,
também ndo mostrou diferengas estatisticas quanto a
taxa de gravidez, fertilizagdo, implantagao, assim como,
numero de odcitos maduros, tempo de estimulagdo e
doses de gonadotrofinas (Lainas et al., 2008).

3.2 Protocolos “Flare-up” com doses reduzidas:
Chamados de “mini” ou “micro” dose “flare-up” de analo-
go agonista, os trabalhos ndao randomizados publicados
mostram doses diarias reduzidas muito diferentes (80
Hg, 40 pg e 20 pg). Em comum, mostram um resultado
melhor quanto as taxas de cancelamento e principalmen-
te as taxas de gestacdo. (Schoolcraft et al., 2008 ) Embo-
ra grande otimismo tenha sido despertado, um trabalho
retrospectivo comparando micro-dose “flare-up” com
protocolo longo de fase Iitea com diminuicdo da dose
do GnRH agonista, mostrou um aumento nas taxas de
cancelamento, baixas taxas de gestacao e diminuigao do
numero de odcitos recuperados por ciclo (Leondires et
al., 1999).

Embora os resultados mostrem uma tendéncia de melho-
res resultados com este protocolo, é necessario um maior
nimero de trabalhos prospectivos e randomizados com
um grande ndmero de pacientes para confirmarmos tal
tendéncia (Loutradis et al., 2008).

Kahraman e cols mostraram em estudo prospectivo e
randomizado, taxa de gravidez por ciclo maior no grupo
micro-dose “flare-up” quando comparado ao protocolo
com antagonista, 14,2% vs 9,5%, mas sem diferenga
estatistica. (Kahraman et al., 2009) Porém, Demirol e
Gurgan obteve resultados melhores no grupo “flare-up”
micro-dose quanto ao numero de odcitos recuperados
e qualidade embrionaria, destacando um menor uso de
gonadotrofinas administradas. (Demirol & Gurgan, 2009)

ANALOGOS ANTAGONISTAS DO GnRH:

Com a recente utilizagdo dos antagonista do GhnRH como
bloqueadores do pico enddgeno de LH, surgiu um inte-
resse na utilizagdo em “mas respondedoras”. Tal fato
se deve ao mecanismo de agdo deste medicamento, ou
seja, a supressao imediata na liberagdo das gonado-
trofinas enddgenas através do bloqueio dos receptores
pituitarios do GnRH. Na teoria, os antagonistas do GnRH
se mostram extremamente atrativos, pois sua adminis-
tracdo ocorre somente apds o recrutamento folicular, ou
seja, na fase folicular média, minimizando, portanto, o
impacto do analogo no recrutamento folicular e reduzin-
do também as taxas de cancelamento (Mahutte & Arici,
2007; Demirol & Gurgan, 2009).

A primeira publicacdo sobre a utilizacdo dos antagonis-
tas do GnRH em pacientes “mas respondedoras” surgiu
em 1999, num estudo prospectivo ndo randomizado,
utilizando um protocolo de indugdo combinando Citra-
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to de Clomifeno e Gonadotrofinas, tendo como grupo
controle as prdprias pacientes que utilizaram em ciclos
prévios protocolos com agonista. Houve uma modesta
diminuicdo nos ciclos cancelados, aumento do namero
de odcitos recuperados e diminuigdo da quantidade de
gonadotrofinas utilizadas (Craft et al., 1999; Sun & Zhu,
2009). Em outro estudo, retrospectivo, pacientes trata-
das com GnRH antagonista tiveram um menor consumo
de gonadotrofinas e menor duragdo do ciclo de tratamen-
to quando comparadas ao ciclo prévio (Nikolettos et al.,
2001). Estudo mais recente, prospectivo nao randomi-
zado do mesmo autor comparou protocolo “flare-up” ao
antagonista, mostrando um numero de odcitos recupe-
rados, taxa de implantagao, taxa de gravidez por ciclo e
por transferéncia iguais, ou seja, ndo tiveram diferenga
estatistica. Neste grupo de pacientes, embora um dia
a menos de gonadotrofina fora utilizada no grupo com
antagonista, este também mostrou uma taxa de cance-
lamento maior (Mohamed et al., 2005). Porém existem
trabalhos com resultados diferentes, como o realizado
por Yarali em 2009, que realizou um estudo retrospec-
tivo, caso-controle e demonstrou taxa de fertilizacdo e
qualidade embrionaria melhor no grupo dos antagonis-
tas. (Yarali et al., 2009)

Em estudo prospectivo randomizado comparando anta-
gonista com protocolo sem supressao hipofisaria, mostrou
uma forte tendéncia a melhores taxas de implantacéo (13%
vs. 3%) e gravidez (20% vs. 6%) no grupo com antago-
nista, porém, devido ao nimero pequeno ndo foi possivel
alcangar significancia estatistica (Akman et al., 2000).
Estudo prospectivo randomizado comparando antagonis-
ta com protocolo microdose “flare-up”, mostrou melhor
resultado quanto numero de odcitos recuperados no
grupo “flare-up”, mas sem diferenga quanto as taxas de
implantagdo e gestagao (Akman et al., 2001), Outro estu-
do também prospectivo e randomizado ndo mostrou dife-
renga estatistica nos grupos estudados, tanto no niimero
de odcitos quanto nos outros dados avaliados (Schmidt
et al., 2005). Revisdo sistematica e meta-analise publica-
do recentemente mostra resultados concordantes com os
estudos de Akman e Schmidt.

Os maiores estudos prospectivos randomizados compa-
rando antagonista com protocolo longo classico com
agonista, ndo obtiveram diferenca estatistica em todos
os resultados avaliados, mostrando apenas uma tendén-
cia a uma diminuigao dos dias de indugao assim como de
gonadotrofinas utilizadas nos ciclos com GnRH antagonis-
ta (Cheung et al., 2005; Tazegul et al., 2008).

Com o objetivo de provocar uma maior sincronizagdo ao
crescimento folicular, foi desenvolvido um novo protocolo
chamado “CRASH”, onde se utiliza andlogo antagonista
do GnRH (3mg) na fase lUtea do ciclo anterior ao ciclo
de tratamento, seguindo o protocolo padrao durante a
indugdo da ovulagdo com antagonista 0,25mg/dia inicia-
do quando o maior foliculo medisse 14 mm. Segundo o
autor os resultados de taxa de implantagdo e gestagao
foram comparaveis aos resultados das pacientes “normo-
respondedoras” (Humaidan et al., 2005).

ANALOGO AGONISTA + ANTAGONISTA DO GnRH:
Para aproveitar o “flare-up” causado pelo analogo agonis-
ta do GnRH e a supressao imediata do LH pelo analogo
antagonista, alguns autores mostraram beneficios em
associar os dois tipos de analogos em um Unico protoco-
lo para ciclos de Fertilizagdo in vitro em pacientes “mas
respondedoras”.

Estudo observacional coorte retrospectivo analisando 97
pacientes que tiveram falha de dois ou mais ciclos de
FIV, tratou-as com protocolo Agonista-Antagonista (AAP
- Agonist-Antagonist Protocol), ou seja, apds uso de anti-
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concepcional oral por 21 dias administrou-se no 24° dia
uma microdose de agonista do GnRH seguidos por 5 dias.
No 26° iniciou-se a administracdo de gonadotrofinas.
O antagonista do GnRH (acetato de Cetrorelix — 3mg)
foi administrado quando o maior foliculo se encontrava
medindo 13-14 mm. O autor mostrou uma taxa de gravi-
dez clinica de 13,4% (Berger et al., 2005).

Em estudo prospectivo ndo randomizado tendo como
grupo controle as préprias pacientes que falharam em
ciclos anteriores de tratamento, um protocolo combinado
de agonista do GnRH por 3 dias iniciando no primeiro dia
do fluxo menstrual, ao antagonista do GnRH dose diaria
iniciando quando o maior foliculo chegava a 14 mm até o
dia do hCG. Os resultados mostraram nao haver diferen-
ca estatistica quanto ao nimero de ampolas de gonado-
trofinas utilizadas, nivel de estradiol e de progesterona e
taxa de fertilizagdo, porém, foi significativamente maior
o nimero de foliculos maiores de 14 mm no dia do hCG,
nimero de odcitos recuperados e nimero de embrides
transferidos. Cinco gravidezes (14,3%) foram relatadas
neste trabalho, sendo duas bioquimicas, duas em anda-
mento e uma nascida (Orvieto et al., 2007).

Outro estudo, retrospectivo comparando dois grupos:
protocolo curto com microdose “flare-up”, ao protoco-
lo ultracurto microdose “flare-up” associado ao analogo
antagonista do GnRh em dose diaria, mostrou um maior
nivel de estradiol, maior nimero de odcitos maturos e
fertilizados e maiores taxas de gestagao no grupo agonis-
ta-antagonista (Erden et al., 2005).

MEDICAMENTOS ADJUVANTES AOS PROTOCOLOS
DE INDUGAO:

Hormonio do crescimento(GH):

Tem o objetivo de aumentar o efeito das gonadotrofi-
nas exdgenas no tecido ovariano. O GH provavelmente
modula a acdo do FSH nas células da granulosa, que por
sua vez estimula a liberagdo do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo I (IGF-I) (Davoren & Hsueh,
1986; Hsu & Hammond, 1988; Barrica et al., 1993).
O IGF-I aumenta o efeito do FSH tanto nas células da
granulosa como nas células da teca (Adashi et al., 1985;
Jia et al., 1986). Infelizmente, varios estudos prospec-
tivos randomizados e controlados falharam em demons-
trar algum real beneficio no uso do GH como terapia
adjuvante a estimulagdo ovariana nas pacientes “mas
respondedoras” (Shaller et al., 1992; Levy et al., 1993;
Suikkari et al., 1992).

Revisdo Sistematica da Cochrane recentemente concluiu
que a terapia adjuvante com GH ndo mostrou diferenga
estatistica nos resultados avaliados, ndo havendo beneficio
como terapia adjuvante nas “mas respondedoras” (Kotarba
et al.,, 2002).Trabalho mais recente, prospectivo randomi-
zado, obteve os mesmos resultados. (Kucuk et al., 2008)
Meta-analise publicada em 2009 mostrou evidéncias que
a adicdo do GH aumenta a probabilidade de gravidez
clinica em 16% e de nascidos vivos em 17% em mas-
respondedoras sob estimulagdo com analogo do GnRH
e gonadotrofinas. Porém, o numero total de pacientes
estudadas era pequeno e o préprio autor acha neces-
sario a realizagdo de mais trabalhos para comprovar os
seus resultados. (Kolibianakis et al., 2009).

Deidroepiandrosterona(DHEA):

E substrato essencial para a esteroidogénese. Por ser
precursor metabdlico na producdo de esterdides, niveis
baixos diminuem a producado de androstenediona, testos-
terona e estradiol. Também chamado de pré-hormoénio
em quase 50% da testosterona produzida, sua falta pode
comprometer diretamente a esteroidogénese ovariana,
por ser a testosterona o pré-hormoénio do estradiol. A
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DHEA pode ainda aumentar os niveis de IGF-I e supri-
mir a apoptose, conseqliientemente aumentando a agdo
do FSH e a resposta ovariana. (Barad & Gleicher 2006;
Casson et al., 2000)

E possivel que a utilizacdo da DHEA possa simular um esta-
do de ovario micropolicistico, pois nesses casos observa-se
niveis anormais de fator de crescimento e aumento nos niveis
de LH. (Barad & Gleicher 2005; Barad & Gleicher 2006)

A maxima efetividade na funcdo ovariana é atingida apos
4 meses de sua utilizagdo. Como efeitos adversos, porém
incomuns, cita-se o aparecimento de acne, engrossamento
da voz e aparecimento de pelos em face. Efeitos do seu uso
prolongado permanecem obscuros. (Barad & Gleicher 2006)
Dois estudos demonstraram aumento no nimero de odci-
tos e embriGes, melhora na qualidade embrionaria, na taxa
cumulativa de gravidez, baixas taxas de aneuploidias, redu-
cao na dose de gonadotrofinas e uma importante redugao
na taxa de cancelamento por ciclo de 32% para 4% apds o
tratamento. (Casson et al., 2000; Barad & Gleicher 2007)

L-Arginina

A utilizacdo via oral teria o objetivo de aumentar o fluxo
sanguineo ao Utero e ao ovario, aumentando assim a
resposta ovariana as gonadotrofinas nas “mas respon-
dedoras”. O primeiro relato da sua utilizacdo foi promis-
sor, com melhora na resposta ovariana, receptividade
endometrial e taxa de gestagdo. Porém, o mesmo autor
trés anos depois publicou trabalho no qual a L-arginina
poderia ser prejudicial a qualidade embrionaria e taxa de
gestagdo em ciclos com HOC (Battaglia et al., 2000).

Anticoncepcional hormonal (ACO) pré -FIV:

O ACO desde a fase litea média do ciclo anterior ao
ciclo de indugdo da ovulacao tem como objetivo provocar
uma supressdo tanto hipotalamica como as gonadotro-
finas (Klein & Mishell, 1977; Benadiva et al., 1988). Tal
efeito parece ser benéfico nas “mas respondedoras” pois
poderia eliminar possivel efeito do corpo-luteo residual
e restabelecer a sensibilidade do FSH exd4geno no tecido
ovariano (Al-Mizyen et al., 2000).

Apenas um estudo prospectivo com o objetivo de avaliar
as alteragbes endodcrinas causadas pelo uso do ACO
mostra que, nos ciclos que utilizam do protocolo “flare-
up”, tanto FSH quanto LH aumentam apds a administra-
gdo do agonista do GnRH, Proporcionalmente, porém,
houve uma menor elevacdo do LH, o que o autor vé
como benéfico, pois reduz a possibilidade de ocorrer um
aumento precoce dos androgénios intra-folicular, com
melhor microambiente folicular (Keltz et al., 2007). Estudo
retrospectivo, comparando o uso do ACO seguido de anta-
gonista, mostrou um aumento da necessidade de maiores
doses de gonadotrofinas (Bendikson et al., 2006).

Estradiol pré-FIV:

A administracdo na fase litea média resulta em uma
reducdo do tamanho dos foliculos pré-antrais, assim
como a heterogeneidade destes na fase folicular precoce,
provavelmente causada pela supressdo do FSH (Fanchin
et al., 2003; Fanchin et al., 2003; Fanchin et al., 2003).
Estudo retrospectivo coorte-pareado, realizado em “mas
respondedoras”, mostrou que a utilizacdo do estradiol
na fase lutea média tanto em protocolo com microdose
“flare-up” como em protocolo com antagonista, mostrou
um maior numero de odcitos recuperados e melhor quali-
dade embriondria. Embora tal estudo ndo mostre uma
diferenca estatistica em relagdo a taxa de gravidez, foi
observada uma tendéncia para o aumento da taxa de
gravidez, necessitando portanto estudos com maior
numero de casos para se confirmar tal tendéncia (Frata-
relli et al., 2007).



Outros trabalhos que além do estradiol utilizaram o analo-
go antagonista na fase litea média, também reportaram
resultados com diminuicdo das taxas de cancelamento,
aumento da resposta folicular com menor heterogeneida-
de e aumento na taxa de gravidez (Dragisic et al., 2005;
Srouji et al., 2005).

Bromocriptina

Sua utilizacdo durante o ciclo anterior ao ciclo de trata-
mento, parando no inicio da HOC, provocaria efeito rebo-
te, ocasionando um aumento na concentragdo sérica da
prolactina. Tal efeito, como demonstrado anteriormente,
melhoraria o recrutamento folicular e por conseqiiéncia
o numero de foliculos nos tratamentos de FIV (Jinno et
al., 1996). Os autores concluiram, em “normoresponde-
doras”, que houve melhora na qualidade dos embrides,
resultando em aumento significativo na taxa de gravidez.
Estudo prospectivo ndo randomizado em “mas respon-
dedoras”, mostrou-se eficaz, melhorando o recrutamen-
to folicular e o desenvolvimento embrionario, resultando
em aumento da taxa de fertilizagdo e gravidez (Franco
& Sala, 2004). Infelizmente o estudo citado refere-se a
apenas 10 pacientes, necessitando, portanto, estudos
com um maior nimero de pacientes.

Citrato de Clomifene (CC) e baixas dosagens de
Gonadodrofinas

objetivo da utilizagdo de protocolos com CC e baixas doses
de gonadotrofinas, combinado ao antagonista do GnRH, é
tentar diminuir o efeito desnecessario das altas doses de
gonadotrofina, pois o problema parece estar na reserva
ovariana (Karande et al., 1990; Land et al., 1996).

Um estudo comparou ciclo natural com baixa estimulagdo
ao ciclo com CC e gonadotrofinas combinado ao analogo
antagonista do GnRH, mostrando uma tendéncia a maior
taxa de gravidez quando transferidos dois ou mais embri-
oes (Hur et al., 2005).

Inibidor da Aromatase ( IA)

O objetivo do IA (Letrozol) é aumentar a resposta das
gonadotrofinas, pois age bloqueando a sintese de estra-
diol, provocando assim um efeito de “feedback” negativo
nas células gonadotroficas. Como conseqiéncia, incre-
menta a secrecdo das gonadotrofinas enddgenas e talvez
aumente a resposta ovariana as gonadotrofinas exdgenas
nas HOC (Mitwally & Casper, 2002; Mitwally & Casper,
2004; Healy et al., 2003).

Com o IA em combinagdao com gonadotrofinas, asso-
ciado ao antagonista do GnRH, embora alguns autores
tenham mostrado haver um aumento nas taxas de
implantacdo, ndo houve aumento nas taxas de gesta-
cdo (Moreno et al., 2004; Garcia-Velasco et al., 2005).
Porém, em estudo prospectivo controlado, aprovado
e em fase de publicagdo, comparando protocolo anta-
gonista + Letrozol ao protocolo microdose “flare-up”,
nao se confirmou os dados dos estudos anteriores,
portanto, ndo foi recomendada a utilizagdo do Letrozol
para pacientes “mas respondedoras” (Schoolcraft et
al., 2007).

Lembrar que recente controvérsia colocou em duvida a
seguranca do IA nas inférteis, podendo causar um aumento
do risco de defeito congénito (Biljan et al., 2005). Por outro
lado, um estudo comparando Letrozol ao CC ndao mostrou
diferenca quanto as malformagdes menores e maiores
entre os dois grupos estudados (Tulandi et al., 2006).
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RESUMO

O feto € um aloenxerto tolerado e que ocorre de modo
natural para a gestante. Metade dos genes herdados do
pai deverdo ser expressos e sao alogénicos para mae.
Durante o processo da implantagdo embrionaria humana,
tanto o embrido quanto o endométrio devem estimular
adaptacdes no sistema imune materno para o estabele-
cimento de uma gravidez viavel. O trofoblasto que é a
camada externa da placenta, a interface entre os tecidos
fetais e maternos, ndo expressa moléculas MHC de Clas-
se I e II classicas, o que o torna resistente ao reconhe-
cimento imune mediado por células T do sistema imune
materno e, vulneravel a agdo das células natural killer.
A expressdo de moléculas MHC de Classe I ndo Classi-
cas, antigeno leucocitario humano G (HLA-G) e antigeno
leucocitario humano E (HLA-E), poderia ser responsa-
vel pela protegdo do trofoblasto ao ataque pelas células
natural killer. Interagdes entre HLA-G, HLA-E e recep-
tores inibidores de células NK resultariam numa regu-
lagdo negativa da resposta imune materna, auxiliando
a manutencdo do feto semialogénico durante o periodo
gestacional. Esta revisdo abrange as principais caracte-
risticas da molécula HLA-E, com enfoque na participagdo
da molécula na interface materno-fetal, e como sua atua-
cdo poderia garantir o sucesso gestacional. Baseia-se em
busca da literatura especializada nos Ultimos nove anos
(2000-2009), nas bases de dados OVID - Medline, Scien-
ce Direct e Lilacs, e no Pubmed.

Palavras-chave: implantacdo, antigenos HLA, manu-
tengdo da gravidez.

ABSTRACT

The fetus is a tolerated allograft and that occurs natu-
rally in pregnant women. Half of the genes inherited from
the father should be expressed and are allogenic to the
mother. During the process of human embryo implanta-
tion, both the embryo and the endometrium must stimu-
late adaptations in the maternal immune system for the
establishment of a viable pregnancy. The trophoblast
is the outer layer of the placenta, the interface betwe-
en maternal and fetal tissue, and does not express MHC
Class I and II classic, which makes it resistant to immune
recognition mediated by T cells of the maternal immune
system, but vulnerable to action of natural killer cells. The
expression of MHC Class I non classic, human leukocyte
antigen G (HLA-G) and human leukocyte antigen E (HLA-
E) could be responsible for protecting the trophoblast
from attack by natural killer cells. Interactions between
HLA-G, HLA-E and inhibitory receptors of NK cells result
in a negative regulation of maternal immune response,

helping to maintain the fetus semi-allogenic during preg-
nancy. This review covers the main features of the mole-
cule HLA-E, focusing on the participation of the molecu-
le in the maternal-fetal interface, and how their actions
could ensure the success of pregnancy. It is based on
literature search of the last nine years (2000-2009), the
databases OVID - Medline, Science Direct and Lilacs, and
Pubmed.

Key-words: implantation, HLA antigens, pregnancy
maintenance.
INTRODUCAO

O MHC (Major Histocompatibility Complex) foi descoberto
como um locus extenso constituido de genes altamente
polimorficos e polialélicos que determinavam o resulta-
do de transplantes de 6rgdos entre pessoas diferentes.
Atualmente sabe-se que o papel bioldgico principal do
MHC é a apresentacdo de antigenos aos linfécitos T. O
MHC humano ocupa um grande segmento de DNA, se
estendendo por aproximadamente 4.000 quilobases (kb)
e esta localizado no brago curto do cromossomo 6, e é
dividido em trés regibes: Classe I, Classe II e Classe III.
Os genes HLA classicos ou classe IA presentes na regido
I sdo: HLA-A, HLA-B e HLA-C, e os genes ndo-classicos
ou classe IB: HLA-E, HLA-F e HLA-G. Na regiao de clas-
se 11, estdo localizados os genes HLA classicos: HLA-DQ,
-DP e -DR e genes que codificam moléculas ndo classicas
como na regido I. Existem dois tipos principais de produ-
tos génicos do MHC chamados de moléculas da classe I e
moléculas da classe II, produzidas por genes de classe I e
II, respectivamente. As moléculas da classe I apresentam
peptideos aos linfocitos citoliticos CD8+, e as moléculas
da classe II apresentam peptideos as células T auxilia-
res CD4+. Os antigenos sdo processados na forma de
peptideos e entdo apresentados por moléculas MHC, que
auxiliam desta forma os linfécitos T a reconhecerem a
presenca de agressores (como fungos, bactérias, virus) e
alteragdes celulares (como neoplasias) (ABBAS e LICHT-
MAN, 2005).

A implantacdo embriondria humana é um processo
extremamente complexo que requer tanto habilidade do
embrido de se implantar no Utero quanto uma receptivi-
dade adequada do endométrio materno. Diversas evidén-
cias apontam que durante este processo, tanto o embrido
quanto o endométrio estimulam adaptacGes no sistema
imune materno para o estabelecimento de uma gravidez
viavel. Nas duas Ultimas décadas, com a identificacdo de
genes de antigeno leucocitario humano (HLA) classe IB,
com enfoque em HLA-G, conhecimentos foram criados no
entendimento da imunomodulagdo durante a reprodugao
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humana, seja durante uma gravidez normal ou patold-
gica ou durante a implantacdo embrionaria (FANCHIN
et al., 2007). As falhas de implantacdo respondem por
muitas situagdes de infertilidade, e representam o prin-
cipal fator limitante para o sucesso das tecnologias de
reproducdo assistida. O processo de implantacdo embrio-
naria requer a participacdo do embrido e do endométrio,
culminando com a adesdo do blastocisto ao endométrio
durante a janela de implantacdo (periodo que se inicia
aproximadamente sete dias apds a ovulagdo e que ndo
dura mais que dois dias), e a invasdo trofoblastica na
fase lGtea tardia (CAVAGNA et al., 2006).

A produgdo de HLA-G por embriGes pré-implantacionais
pode estar envolvida em mecanismos de garantia do
estabelecimento correto de comunicagdo na interface
materno-fetal e posterior sucesso na implantagdo. A
possibilidade de identificar a produgao de HLA-G por
embrides criaria novas possibilidades de melhoramento
dos tratamentos por fertilizagdo in vitro (FIV), especifi-
camente com enfoque na selegdo de embrides e redu-
cdo nas taxas de insucesso de implantacdo. Formas
sollveis de HLA-G de origens alternativas e sua detec-
cdo através do sangue materno, antes da ovulagdo,
parecem estar também relacionadas a implantacdo
embrionaria por promoverem receptividade endome-
trial. Os mecanismos que envolvem todo este processo
permanecem desconhecidos, e conseqlientemente esti-
mulam a produgado de estudos para que se possa escla-
recer e refinar a informacgdo quanto a relacdo entre
HLA-G (fungdo, expressao e polimorfismos) e mecanis-
mos reprodutivos (FANCHIN et al., 2007).

Apesar dos estudos de imunomodulagdao durante a
gravidez terem focado esforgos em HLA-G, as molécu-
las HLA-E e HLA-F também se expressam no trofoblas-
to extraviloso que invade a decidua materna. Conside-
rando as fungdes individuais de cada molécula HLA na
compreensdo do comportamento da imunidade mater-
na durante a gravidez, a realizagao de estudos combi-
nados acerca dos efeitos interativos das trés moléculas
pode obter resultados esclarecedores. Em trabalhos
recentemente publicados foram constatadas possiveis
interacdes entre HLA-G, HLA-E e células NK resultando
numa regulagdo negativa da resposta imune materna,
auxiliando a manutencgdo do feto semialogénico duran-
te o periodo gestacional.

ANTIGENO LEUCOCITARIO

HUMANO E: HLA-E

Estrutura, produto e fungao

Dentre os antigenos da classe IB, o mais compreendido
de todos é o antigeno HLA-E que, diferentemente dos
outros antigenos da classe IB, é expresso em quase todos
os tecidos, apesar de estar em concentragdes menores
do que as moléculas da classe I A. Primeiramente reco-
nhecido pela sua participagdo na imunidade inata, estu-
dos recentes apontam a colaboragdo de HLA-E na liga-
cdo com células T e na resposta imune apds transplantes
(SULLIVAN et al., 2008).

As moléculas HLA-E apresentam certas particularidades
em relagdo as moléculas HLA classe I, como a apresen-
tagdo de antigenos, onde os peptideos que se ligam a
HLA-E na superficie celular sdo derivados de 3 a 11 resi-
duos da sequiéncia lider de outros peptideos HLA classe
1. O carregamento destes peptideos dentro do comparti-
mento de HLA-E é dependente do transportador associa-
do a processamento de antigenos (TAP), visto que linha-
gens celulares que apresentam deficiéncia de TAP sdo
incapazes de expressarem HLA-E na superficie celular. A
aquisicdo destes peptideos por HLA-E parece ser intima-
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mente controlada e dependente da expressdo de outras
moléculas da classe I, que servem como fonte de pepti-
deos junto a maquinaria funcional de processamento de
antigenos. As células NK poderiam, desta forma, usar a
expressdo de HLA-E como monitoramento dos niveis de
expressdo de moléculas HLA classe IA (ANTOUN et al.,
2008; SULLIVAN et al., 2008).

A fenda de ligacdo de antigenos de HLA-E é diferenciada
das fendas da classe I, visto ser composta de 5 residu-
os de ancoragem nas posigdes P2, P3, P6, P7 e P9, que
juntos determinam restricdo na sequiéncia de peptideos
capazes de se ligarem a HLA-E. Esta caracteristica pode-
ria explicar a baixa afinidade da cadeia pesada de HLA-E
por seqliéncias lider derivadas de alelos de HLA-B que
contém treonina na posicdo P2. Outra diferenga signifi-
cativa da molécula seria sua estrutura, que contém uma
volta no dominio a3, correspondente a regido associada
a ligagdo com T CD8+. Como a disponibilidade de pepti-
deos para HLA-E é dependente da expressdo de outras
proteinas HLA classe I e da funcionalidade da TAP, a
expressdo de HLA-E na superficie celular € um indicativo
de que tanto a maquinaria de processamento de antige-
nos quanto a expressdo de HLA classe I estdo normais e
ativas (SULLIVAN et al., 2008).

A primeira constatagdo de que HLA-E estaria envolvido
na regulagcao da imunidade inata foi quando demons-
traram que receptores CD94-NKG2 expressos em
abundancia, porém sem exclusividade, em células NK
reconheciam HLA-E. Estes receptores fazem parte da
superfamilia lectina tipo-C e consistem de uma subuni-
dade invariante CD94 dissulfito ligada a um membro da
familia NKG2. A familia NKG2 compreende a isoformas
inibidoras (2A e 2B) e ativadoras (2C, 2E e 2H), que ao
se complexarem a CD94 sao capazes de ampliar sinais
mediante ligagdo com HLA-E. A interagdao de CD94-
NKG2A com HLA-E transduz sinais inibitérios entre as
células NK. Eventos como infecgdo viral ou transforma-
cOes que possam suprimir seqliéncias lider de peptide-
os derivados de HLA classe I, sejam por mecanismos
diretos como repressao da expressdo de HLA classe I
ou mecanismos indiretos como inibicdo da fungdo de
TAP, podem ocasionar impactos na expressao de HLA-E
na superficie celular, tornando a célula susceptivel a
lise por células NK. Além da atividade de resposta inibi-
dora através da interagdo com CD94-NKG2A, HLA-E
pode apresentar resposta ativadora por meio da intera-
cdo com CD94-NKG2C e receptores de células T (TCR)
onde, em situagbes como infecgbes virais, o balanco
entre atividade ativadora e inibidora pode ser modifica-
do. (SULLIVAN et al., 2008).

Apesar de HLA-E ser originalmente relacionado a liga-
cdo com peptideos derivados de sequiéncias de molécu-
las HLA classe I, dados recentes demonstram que HLA-E
pode se ligar e apresentar antigenos derivados de virus,
micobactérias e da proteina de choque térmico HSP60
(ISHITANI et al., 2006).

Regulagao da transcricao

Os genes do MHC classe I classicos tem sua transcrigdo
mediada por diversos elementos regulatérios conserva-
dos atuantes em cis na regiao proximal ao promotor, que
determina seus niveis de expressdo constitutiva e indu-
zida por citocinas. Estes elementos regulatorios demons-
tram diferengas l6cus especificas que podem ser respon-
saveis pelos niveis diferenciais de expressdo constitutiva
e induzida por citocinas dos diversos genes MHC classe I.
Estudos recentes apresentaram que os elementos regu-
latorios nos genes MHC classe I podem ser divididos em
duas categorias: um moédulo a montante correspondente
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Tabela 1. Distribuicdode SNPs de HLA-E em trés grupos étnicos.

Euro-Caucasoid Afro-Caribbean Indo-Asian
SNP IMGT/ Amino Amino acid subs- Base n % n % n %
position HLcDNA acid titution
718C/T 28 -12 s, f, p, I°, serine, C 446 100.0 120 100.0 104 100.0
phe, proline, T 0 0.0 0 0.0 0 0.0
leucine
719C/T 29 -12 C 0 0.0 0 0.0 0 0.0
T 446 100.00 120 100.0 104 100.0
1081 C/G 261 66 R, R, serine, argi- C 0 0.0 0 0.0 0 0.0
nine G 446 100.00 120 100.0 104 100.0
1114C/T 294 77 Synonymous C 298 66.8 92 76.7¢ 89 85.6¢
T 148 33.2 28 23.3 15 14.4
1130C/G 310 83 R, G, arginine, C 446 100.0 120 100.0 104 100.0
glycine G 0 0.0 0 0.0 0 0.0
1446A/G 382 107 R, G, arginine, A 249 55.8 64 53.3 59 56.7
glycine G 197 44.2 56 46.7 45 43.3
1455C/G 392 131 L, V, leucine, valine C 0 0.0 0 0.0 0 0.0
446 100.0 120 100.0 104 100.0
1596G/T 532 157 R, G, arginine, G 0 0.0 0 0.0 0 0.0
glycine A 446 100.0 120 100.0 104 100.0
2747C/T 938 292 A, V, alanine, valine C 0 0.0 0 0.0 0 0.0
T 446 100.0 120 100.0 104 100.0

AC, Afro-Caribenho; EC, Euro-Caucasoide; HLA, antigeno leucocitario humano; IA, Indo-Asiatico; SNP, polimorfismo de Unico nucleotideo. Frequéncia alélica
de nove diferentes SNPs em trés populagBes etnicamente diferentes, com a mudanga de aminoacido causada por estes SNPs. As posigdes dos SNPs nas bases
de dados Ensembl e IMGT/HLA s&o ilustradas. As diferencgas estatisticas significativas das freqiiéncias alélicas entre cada par das populagbes estudadas foram

determinadas usando o teste de qui-quadrado.

b CTC: leucina, CCC: prolina, TCC: serina e TTC: fenilalanina.
c diferenga estatistica entre EC e AC, x?= 4,28, p<0.05.

d diferenga estatistica entre EC e IA, x?= 14.23, p<0.001.
Fonte: ANTOUN (2008).

ao intensificador (enhancer) A e elemento de resposta a
interferon (ISRE) e um maddulo recentemente identificado
SXY contendo seqliéncias regulatérias compartilhadas por
MHC classe I, classe 11 e seus genes acessorios. O mddulo
a montante contém sitios de ligacdo para os membros da
familia NF-kB como p50, p65 e c-Rel (sitios kB1 e kB2 do
intensificador A), IRF1 e IRF2 (ISRE), USF1, USF2 e Sp1l
que mediam ativacdo em trans de rotas constitutivas e
induziveis por citocinas. O médulo SXY é constituido dos
sitios S, X (X1 e X2) e Y cujo complexo de multiproteinas
RFX, CREB/ATF e NFY se ligam cooperativamente, e atra-
vés deste complexo de multiproteinas CIITA pode realizar
sua ativacdo em trans (GOBIN e ELSEN, 2000).

A estrutura do promotor do gene HLA-E (figura 8) mostra,
em diversos elementos regulatérios, algumas divergén-
cias do sitio consenso observado nos genes MHC clas-
se I classicos. Os sitios kB1 e kB2 do intensificador A
(enhancer) e elemento ISRE diferem dos sitios kB e ISRE
consenso. Os sitios S, X1, X2 e Y do mdodulo SXY demons-
tram pequenas diferencas nas seqliéncias nucleotidicas
da encontrada na sequiéncia consenso. HLA-E ndo é indu-
zido por NF-kB, porém é fortemente induzido por IFN-
y mediado pelo sitio a montante STAT1. HLA-E também
pode ser induzido por CIITA, apesar de seu mddulo SXY
apresentar pequenas alteragdes (GOBIN e ELSEN, 2000).
Polimorfismos do gene HLA-E e fungdo na reproducgao

De acordo com os dados presentes na pagina eletrnica
do Instituto de Pesquisa Anthony Nolan, disponivel em
<http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/index.html>, até
novembro de 2009, o gene HLA-E apresentava 9 alelos
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(E*01010101; E*01010102; E*01010103; E*01030101;
E*01030102; E¥010302; E*010303; E*010304; E*0104)
codificando 3 proteinas diferentes funcionais descritas na
populacdo humana, sendo o gene menos polimoérfico de
todos os genes HLA classe I (tabela 1).

Dois destes alelos sdo provenientes de polimorfismos
ndo sindnimos do exon 3 (tabela 1), HLA-E*0101(HLA-
E R) que contém uma arginina na posicao 107 da prote-
ina (“selvagem”), e HLA-E*0103 (HLA-E®) que contém
uma glicina na posicdo 107 da proteina (“mutante”),
sendo esta posicdo localizada no dominio a2 da cadeia
pesada. Estes alelos sdo encontrados com freqliéncias
muito semelhantes nas diferentes populagdes (em torno
de 50%). Algumas evidéncias apontam haver selegdo
balanceadora atuando sobre o gene de HLA-E na manu-
tencdo destes dois alelos, que implicaria em diferen-
cas funcionais entre estes, sendo o alelo HLA-G*0103
a forma que apresenta maior expressao na superficie
celular (ANTOUN et al., 2008; SULLIVAN et al., 2008).
Alguns estudos demonstram haver diferengas entre os
dois alelos na interagdao com possiveis ligantes e conse-
gliente alteragdo da expressdo de HLA-E na superficie
celular. A mudancga na posicao 107 poderia alterar tanto
a interacdo de HLA-E e CD94-NKG2, quanto a interagao
de HLA-E com outros receptores como o TCR. Portanto
a variagdo alélica poderia ocasionar dois efeitos sobre a
interagdo com ligantes, o primeiro determinando dife-
rengas quantitativas no nimero de complexos de HLA-E
que poderiam ser formados a qualquer momento na
superficie celular, e o segundo na distingdo qualitativa
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Figura 1. Representagdo esquematica de elementos regulatérios e sitios
de ligagdo de proteinas do promotor de HLA-E. Os mddulos regulatdrios
conservados estdo a montante e contém sitios de ligagdo para NF-kB, Sp1,
e IRF1. O mddulo SXY consiste dos elementos S, X1, X2 e Y que conjun-
tamente formam a regido de ligagdo de um complexo multiprotéico que
consiste de RFX, CREB/ATF, e NFY que medeiam a indugdo de transativa-
gao de CIITA. Fonte: GOBIN (2000).
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Figura 2. Possiveis interagdes das moléculas HLA-E, -F e -G expressa-
das no trofoblasto extraviloso e receptores das células imunes maternas.
Linhas vermelhas indicam interagbes que direcionam respostas de ativagéo,
e linhas verdes indicam inibigdo. A linha amarela indica a indugdo de apop-
tose pela proteina soltvel. Linhas sélidas denotam interagdes que ja foram
demonstradas por dados experimentais, sendo a espessura relativa correla-
cionada com o aumento do nimero de estudos independentes confirmatd-
rios. Linhas pontilhadas indicam interagdes hipotéticas ainda ndo confirma-
das por experimentagdo; por exemplo, NK-CTL, que ainda ndo demonstrou
estar ativo em tecidos placentdrios. Fonte: ISHITANI (2006).

das moléculas quanto sua afinidade efetiva de interagir
com receptores (STRONG et al., 2003).

A célula imune mais abundante na decidua maternal
é a CD56"NK, que secreta varios tipos de citocinas
perante uma ativagdo fora da via de resposta citotd-
xica. Dentre as citocinas induzidas encontram-se a
interleucina 1 (IL-1), fator estimulador de col6nia de
granulécitos-macréfagos (GM-CSF), fator de necrose
tumoral (TNF), fator inibitério de leucemia (LIF), inter-
feron y (IFN- y), fator transformador de crescimento 8
(TGF- B), que parecem estar relacionadas ao processo
de vascularizagdo. Portanto mecanismos que inibam a
citotoxicidade de NK e ativem a secregdo de citocinas
por NK sdo extremamente importantes, e a interagdo
entre os receptores CD94-NKG2 em altas concentra-
¢Ges e HLA-E/peptideo G ou HLA-E/peptideo IA em
células do citotrofoblasto extraviloso representariam
possiveis mecanismos. Estes complexos, com enfoque
em HLA-E/peptideo G, devem inibir a citotoxicidade por
interagirem com CD94-NKG2A, ativarem as células NK
a produzirem citocinas por interacao com CD94-NKG2C
ou através da interagdo com outros receptores ativa-
dores como NKG2E. HLA-E também pode estimular
células T a produzirem citocinas sem citotoxicidade ao
trofoblasto, através de mecanismos inibidores e ativa-
dores seja via TCR ou receptores de NK, que facilita-
rdo a formacgdo e vascularizagdo placentaria adequada
(ISHITANI et al., 2006).

A constatacdo de possiveis diferencas na capacida-
de de interacdo com peptideos entre os alelos HLA-
EG e HLA-ER, poderia ocasionar mudangas nos niveis
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de expressdo na superficie celular placentaria destes
alelos. Como os niveis relativos de expressdao de HLA-E
na superficie celular parecem também influenciar dire-
tamente a eficiéncia de inibigdo ou ativagdo via CD94-
NKG2, seria plausivel que as variantes alélicas HLA-ES e
HLA-ER participassem da modulagdo da resposta imune
materna na interface materno-fetal. O balango apro-
priado entre mecanismos inibitérios ou ativadores no
estabelecimento de uma gravidez estavel influenciaria
baixos ou altos niveis de HLA-E, e este balanco poderia
ser o responsavel pela forte selecdo existente sobre as
duas formas alélicas (STRONG et al., 2003).

O progresso nos estudos da molécula HLA-E levantou
dados importantes quanto a sua funcdo e possiveis
conexdes entre HLA-E e HLA-G. Quando é fornecido a
HLA-E o peptideo sinal derivado de HLA-G formando-
se um nonamero, uma resposta exclusiva ativadora
das células NK pode ser observada. Estes resultados
levantam a possibilidade de que o reconhecimento
por CD94-NKG2 das moléculas HLA-E expressadas no
citotrofoblasto extraviloso (figura 2) pode representar
um papel significativo na interagao celular da interface
materno-fetal (ISHITANI et al., 2003).Maiores estudos
sdo necessarios para determinar a relagdo de polimor-
fismos de HLA-E e sua fungdo na implantagdo, obter
maiores informacdes da molécula em si, buscar maior
entendimento dos mecanismos imunoldgicos durante a
gravidez, e principalmente observar se existe potencial
de utilizagdo clinica da molécula HLA-E no tratamento
das falhas de implantagao.
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Quadruplet pregnancy after IVM.
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RESUMO

Avancos no conhecimento e na tecnologia da maturacao
in vitro (IVM) de odcitos humanos permitiram considera-
veis melhoras nas taxas de gestagdo e implantagdo. Este
relato de caso descreve uma gestagdo e o nascimento
de quadruplos resultantes da transferéncia de embri-
Oes gerados apds ICSI de odcitos coletados em um ciclo
ndo estimulado e maturados in vitro. Esta foi a primeira
gestacdo multipla em nosso grupo e a primeira quadru-
pla a nosso conhecimento descrita na literatura apés IVM
em humanos. Ela ocorreu apdés uma série de gestacdes
Unicas indicando que, a semelhanca do que ocorre em
ciclos estimulados chegou a hora de diminuir-se o nime-
ro de embriGes transferidos de IVM através da selecdo
embrionaria.

Palavras chave: IVM, gestagdo quadrupla.

ABSTRACT

Progresses in the knowledge and technology of human
oocyte in vitro maturation allowed considerable improve-
ments in implantation and pregnancy rates. This case
report describes a quadruplet pregnancy and birth
achieved after the transfer of embryos created by ICSI
of in vitro matured oocytes collected in an unstimulated
cycle. This is the first multiple pregnancy achieved in our
group after IVM and to our knowledge this is the first
quadruplet pregnancy achieved after human oocyte in
vitro maturation. The gestation happened after a series
of single pregnancies and, similar to the situation in clas-
sic stimulated cycles, it suggests that time has come to
decrease the number of IVM embryos for transfer by criti-
cal embryo selection.

Keywords: IVM, quadruplet pregnancy

INTRODUGCAO

A maturagdo in vitro (IVM) de odcitos em ciclos ndo esti-
mulados é uma tecnologia de reproducdo assistida (RA)
que vem despertando crescente interesse por parte dos
esterileutas. Atualmente esta metodologia vem sendo
indicada para o tratamento de pacientes portadoras de
ovarios com aspecto policistico (PCO) ou com a sindrome
dos ovarios policisticos (PCOS) (Concenso de Roterdam,
2003). A IVM como método de tratamento para estes
grupos de pacientes foi reportada pela primeira vez em
1994 por Trounson et al. Entretanto, dificuldades com
a metodologia, especialmente a baixa performance do
desenvolvimento embrionario in vitro e as consequentes
baixas taxas de implantagdo e gestacao desaceleraram o
merecido avancgo da técnica nos protocolos de RA.

Nosso grupo publicou o primeiro relato de uma gesta-
cdo apos IVM no pais (Frantz et al., 2008), um marco

conquistado apds a realizacdo de 12 ciclos sem quais-
quer gestacbes. Desde entdao, melhoras significativas na
metodologia ndo sé aumentaram o numero de gestagbes
e implantagBes, mas também demonstram indiretamen-
te, uma melhora marcante na qualidade dos embrides
gerados a partir de odcitos coletados ainda imaturos em
ciclos ndo estimulados. Este relato de caso descreve uma
gestacdo e o nascimento de quadruplos alcancados apds
a transferéncia de quatro embriGes gerados por ICSI
apos IVM, em uma paciente portadora de ovarios com
aspecto policisticos.

DESCRICAO DO CASO

Paciente AS, de 27 anos, procurou Nnosso servigo por
infertilidade primaria em julho de 2008. A paciente apre-
sentava ciclos regulares com perfil hormonal normal e
ovarios aumentados de volume pela presenca de mais de
12 foliculos antrais menores que 10 mm na ultrassono-
grafia (Consenso de Roterdam, 2003). O marido apre-
sentava espermograma normal com uma concentragao
espermatica de 40 x 105/ml espermatozdides pds-capaci-
tagdo. A paciente realizou exames de videolaparoscopia e
historessalgingografia, os quais ndo acusaram nenhuma
anomalia que pudesse estar causando seu problema de
infertilidade. Uma vez frustradas as tentativas de indugdo
da ovulagdo com citrato de clomifeno (CC), a técnica de
IVM foi proposta ao casal como alternativa a fertilizagdo
in vitro classica, apresentando menor custo e sem o risco
de hiperestimulagdo ovariana. Apds receberem esclareci-
mentos sobre a metodologia, o casal concordou em parti-
cipar do programa de IVM de nossa clinica assinando um
consentimento livre e informado.

A gestagdo clinica foi obtida no segundo ciclo de IVM da
paciente. Na primeira tentativa, ela desenvolveu uma
gestagdo quimica, a qual ndo teve progresso. Em ambos os
ciclos, foi realizado um monitoramento do ciclo com ultras-
sonografia para avaliar o crescimento do foliculo dominan-
te e a espessura do endométrio. No 11° dia da segunda
tentativa com IVM, a paciente apresentava endométrio
trilaminar (aspecto proliferativo) de 6 mm de espessura,
sendo neste dia aplicadas 10.000 UI de hCG (Choriomon
®) subcutaneo. Trinta e seis horas apds a administracdo do
hCG foi realizada a pungdo dos multiplos pequenos foliculos
antrais utilizando-se uma agulha de 19 Gauge (Cook), com
pressdo de succdo de 75-80 mmHg. A puncdo foi guiada
por ultrassonografia transvaginal com sonda multifrequen-
cial de 5 a 9 mHz (Ultrasonix OP, Sonix).

Para preparo do endométrio, a paciente recebeu valerato
de estradiol oral (6mg), a partir do dia da pungdo ovaria-
na. Foram detectados 16 complexos cumulus odcitos
(COCs), os quais foram postos em meio de maturagao
(Medicult), j& acrescido de uma fonte protéica e suple-
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mentado com 75 UI de FSH e 75 Ul de LH, a 37°.C e
5.5% de CO,, por 32 horas. Apds o periodo de matura-
¢do, os COCs foram desnudados por exposicdo a hialuro-
nidase e avaliados quanto a quebra da vesicula germina-
tiva e expulsdo do primeiro corpusculo polar. Doze odcitos
atingiram a metafase II (MII) perfazendo um indice de
75% de maturagdo. Os o6citos maduros foram insemina-
dos por ICSI e 19hrs apds foram detectados 10 zigotos
com dois pronucleos, um com um prontcleo e um odcito
nao fertilizado. Os 10 zigotos normais foram classificados
conforme o critério de Scott et al., (2000) em trés Z1,
quatro Z2, dois Z3 e um Z4. Destes zigotos, oito apre-
sentaram clivagem precoce as 27hrs pds-inseminagdo e
nove clivaram no segundo dia de desenvolvimento. No
dia 3 de desenvolvimento, foram selecionados para a
transferéncia trés embriGes com grau G2 e um embrido
com grau G3, classificados conforme o critério de Veeck
(1999). Os demais embrides foram deixados em cultivo
até o sexto dia do desenvolvimento em meio MultiBlast
(Irvine), mas nenhum chegou ao estadio de blastocisto.
Ndo houve criopreservacao de embrides excedentes.

A transferéncia foi executada de forma facil com uma
canula Wallace Pro Sure View®. Dez dias apds a trans-
feréncia foi realizado o exame de BhCG plasmatico que
revelou uma contagem de 126 mUI/ml. O acompanha-
mento ultrassonografico no 23° dia de gestagdo revelou
a presenga de quatro sacos gestacionais, todos apresen-
tando embrido com vitalidade. A gestagdo transcorreu
normal, resultando no nascimento de 4 bebés normais
com 28 / 29 semanas.

DISCUSSAO

Este relato de caso descreve uma gestacdao quadrupla
alcangada a partir da transferéncia de quatro embriGes
gerados apds a maturacgdo in vitro de odcitos coleta-
dos em um ciclo ndo-estimulado. Este ndo é um resul-
tado desejado em tratamentos de fertilidade, dado o
alto risco que uma gestacdao multipla representa para a
made e para os fetos. Felizmente, apesar da indesejada
prematuridade verificou-se neste caso o nascimento e
o desenvolvimento, até o presente momento, de quatro
criangas sem quaisquer sinais de anormalidades. Este
caso evidencia, de forma indireta, os progressos e as
melhoras que vém sendo alcangados com a tecnolo-
gia de IVM. A maturagdo in vitro de odcitos coleta-
dos em ciclos ndo estimulados é uma metodologia com
grande potencial dentro das tecnologias de RA. Como
outras metodologias em clinica médica, este procedi-
mento ndo apresentou inicialmente, resultados encora-
jadores que recomendassem sua aplicagdo como uma
alternativa as metodologias cldssicas empregadas em
RA humana utilizando a estimulagdao ovariana contro-
lada. Um fato comum observado nos ciclos de IVM
em diferentes centros que se dedicam ao seu desen-
volvimento é a baixa qualidade dos embriGes gerados,
provavelmente devido as condicbes inadequadas de
maturagdo e cultivo in vitro. Em fungdo deste fato, a
média de embrides transferidos em ciclos de IVM €&, em
geral, superior aquela dos ciclos estimulados de FIV
e ICSI (em média 3.31 embrides pos-IVM, em nosso
grupo). PublicagBes recentes, entretanto, ddo conta de
significativos avangos em termos gestagdes e implan-
tagGes apds a transferéncia de embriGes gerados em
ciclos ndo estimulados de IVM, avangos estes refleti-
dos também em um aumento no numero de gestagdes
multiplas (Zhao et al., 2009).
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Fendbmeno semelhante ao que estd acontecendo atual-
mente com a IVM ocorreu cerca de uma década atras
com os resultados de ciclos estimulados de FIV e ICSI.
Progressos nos procedimentos de coleta de odcitos, das
técnicas de inseminagdo e de cultivo de embrides leva-
ram a taxas crescentes de gestacées multiplas, um resul-
tado inicialmente ndo esperado e tampouco desejado
pelos obstetras e, principalmente, neonatologistas, dada
a complexidade da gestacdo e os riscos para a saude
dos bebés. Pesquisadores e embriologistas buscaram
entdo desenvolver parametros criteriosos para a selecao
embrionaria que lhes permitisse escolher um ou no maxi-
mo dois embrides com maior potencial de implantagdo
e gestacdo, eliminando a necessidade da transferéncia
de multiplos embrides, o que potencialmente pode vir a
estabelecer gestagdes multiplas.

Certamente em nosso grupo, com o aumento significativo
das taxas de gestagdo e implantagdo observadas nos ulti-
mos ciclos de IVM (dados ndo publicados) e a ocorréncia
desta primeira gestacdo multipla chegou a hora de dimi-
nuir o nimero de embriGes de IVM a serem transferidos,
apostando na confiabilidade dos critérios de selegdo até
0 momento existentes e empregados em ciclos estimula-
dos. Na finalizagdo deste trabalho detectamos uma gesta-
cdo gemelar estabelecida apds a transferéncia de quatro
embrides de IVM, um ciclo apés o descrito neste relato
de caso. Esta ocorréncia enfatiza a melhora progressiva
dos resultados em termos de gestacdes e implantagdes
e corrobora nossa determinagdo em relatar os crescentes
avangos alcangados na tecnologia de IVM humana

A gestacdo e o nascimento de quadruplos aqui descri-
tos representam mais um marco em nossos esforgos de
estabelecer e aprimorar a tecnologia da IVM no Brasil.
Certamente eles também nos mostram que esforgos
agora devem ser canalizados para a redugao do numero
de embrides a serem transferidos, sem prejuizo as taxas
de gestacdo e implantagdo conquistadas até o momento.
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capsula gelatinosa deve ser introduzida profundamente na vagina. Suporte de progesterona durante a insuficiéncia ovariana ou caréncia ovariana completa de mulheres com diminuigdo da funcao ovariana (doagdo de
o6citos): 200mg de progesterona micronizada do 15° a0 25° dia do ciclo, em uma dose ou divididos em duas doses de 100mg e, em seguida; do 26° dia do ciclo ou no caso de gravidez, esta dose pode ser elevada para
0 méaximo de 600mg por dia, divididos em trés doses. Esta dosagem serd continuada até o 60° dia e, portanto, ndo deve ser administrada apos a 12% semana de gravidez. Suplementacdo da fase lUtea durante ciclos de
fertilizagdo in vifro ou ICSI: A dosagem recomendada é de 600 a 800mg por dia, divididos em trés ou quatro doses (6/6 ou 8/8 horas), iniciados no dia da captagdo ou no dia da transferéncia, até a 122 semana de gravidez.
Suplementacdo da fase litea durante ciclos espontaneos ou induzidos, em caso de subfertilidade, ou infertilidade priméria ou secunddria, particularmente devido a anovulagdo: a dosagem recomendada é de 200 a
300mg por dia, divididos em duas doses, a partir do 16° dia do ciclo, durante 10 dias. O tratamento serd rapidamente reiniciado se a menstruagao ndo ocorrer novamente e sendo diagnosticada uma gravidez, até a 122
semana desta. Ameaca de aborto precoge ou_prevengdo de aborto devido a insuficiéncia l(tea: a dosagem recomendada é de 200 a 400mg por dia, divididos em duas doses, até a 122 semana de gravidez. MS:
1.0390.0167. VENDA SOB PRESCRIGAO MEDICA. SAC 08000-250110. Para ver o texto de bula na integra, acesse o site www.fqm.com.br
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| SE PERSISTIREM OS SINTOMAS, O MEDICO DEVERA SER CONSULTADO.
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FAZENDO SONHOS
ACONTECEREM

A gravidez sempre € um sonho para 0s casais.
Hoje, existe tecnologia disponivel para realizar

esse sonho, quando ele ndo acontece naturalmente.

A Ferring contribui para tornar o sonho da
gravidez possivel a todos os casais através de

seus medicamentos para Reproducao Humana.

Saiba mais: www.ferring.com.br

1/0032/Jan10

¢( \FALEFERRING

5 S
: -=0800 772 4656
FERRING Laborataérios Ferring - Brasil
| Pca. Sdo Marcos, 624 - 1° andar
FERRING 05455-050 - Sdo Paulo - Brasil
— PABX - 55 11 3024.7500




