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A sindrome do hiperestimulo ovariano nao influencia os
resultados clinicos apos ciclos de descongelamento de
embridoes 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

Objetivo: o objetivo deste estudo foi avaliar se a crio-
preservacdo de embrides provenientes de ciclos de inje-
cdo intracitoplasmética de espermatozdides (ICSI) de
pacientes com SHO pode influenciar os resultados clinicos
quando comparado as pacientes que receberam odcitos
doados e, por ndo estarem com o endométrio preparado,
tiveram seus embrides criopreservados.

Metodos: Cinguenta e oito casais foram submetidos a
ciclos terapéuticos de ICSI sendo, 26 com manifestacies
clinicas de SHO (grupoc SHO) e 32 casais que recebe-
ram odcitos de doadoras (grupo controle). Os embrides
foram congelados no dia +2 ou dia +3 de desenvolvi-
mento. Todas as pacientes inclusas neste estudo tive-
ram seus embrides criopreservados antes da transfe-
réncia, & no momento do descongelamento, submetidas
ao preparo endometrial. As taxas de embrides sobre-
viventes, implantacdo, gestacdo, e abortamento foram
avaliadas nos ciclos de descongelamento embriondrio.
Resultados: N3o houve diferenca entre os grupos em
relacdo a taxa de fertilizacdo (SHO: 71.89% + 15.45,
Controle: 79.75% £ 21.68, p= 0.234), taxa de embri-
des sobreviventes (SHO: 68.85 £ 21.10, Controle: 59.53
+ 36.79, p= 0.233), taxa de embrides de alta qualida-
de (SHO: 25.20 + 23.90, Controle: 27.40 £ 30.30, p=
0.760), taxa de implantacdo (SHO: 17.9 £ 26.9, Contro-
le: 12.5 £ 23.7, p= 0.435), taxa de gestacdo (SHO:
38.50, Controle: 28.60, p= 0.441) e taxa de abortamen-
to (SHO: 40.00, Controle: 25.00, p= 0.332).
Conclusdo: nossos dados sugerem que os resultados
clinicos de ciclos de congelamento e descongelamento
ndo sdo afetados pela presenca de manifestactes clinicas
da sindrome do hiperestimulo ovariano apds o estimulo
ovariano controlado.

Palavras-chave: Sindrome de hiperestimulacdo ovaria-
na, Injecdes de esperma intracitoplasmicas, Taxa de gravi-
dez, Implantacdo do embrido

ABSTRACT

Objective: The objective of this study was evaluate if the
embryos cryopreservation from OHSS patients Intracyto-
plasmic Sperm Injection (ICSI) cycles could be influen-

ce the clinical outcomes when compared to patients who
receive oocytes from donors but the endometrium was
not prepared and the embryos were cryopreserved.
Methods: Fifty eight couples submitted to ICSI cycles
in which 26 with OHSS clinical manifestation (OHSS
group) and 32 couples who have received ococytes from
donors (control group). The embryos were frozen on
day+2 or +30of development. All patients included in this
study had embryos crypreserved before the transfer, and
in the thawing cycle, only the endometrium prepara-
tion was performed. The embryo survival, implantation,
pregnancy and miscarriage rates were evaluated in the
embryo thawing cycle.

Results: There was no difference among the groups in
relation to fertilization rate (OHSS: 71.89% =+ 15.45,
Control: 79.75% + 21.68, p= 0.234), survival embryos
rate (OHSS: 68.85 + 21.10, Control: 59.53 + 36.79, p=
0.233), high quality embryos rate (OHSS: 25.20 £ 23.90,
Control: 27.40 £ 30.30, p= 0.760), implantation rate
(OHSS: 17.9 + 26.9, Control: 12.5 £ 23.7, p= 0.435),
pregnancy rate (OHSS: 38.50, Control: 28.60, p= 0.441)
and miscarfage rate (OHSS: 40.00, Control: 25.00, p=
0.332).

Conclusion: Our findings suggest that clinical outcomes
in freeze and thawing cycles were not affected by the
presence of ovarian hyperstimulation syndrome clinical
manifestation after controlled ovarian stimulation.

Key words: Ovarian hyperstimulation syndrome; Sperm
injections, intracytoplasmic; Pregnancy rate; Embryo
implantation

INTRODUCAO

A sindrome do hiperestimulo ovariano (SHO) foi definida
pelo Comité Pratico da Sociedade Americana de Medici-
na Reprodutiva como "uma resposta exagerada a terapia
de inducdo ovulatéria”. Esta sindrome, por complicacdo
da estimulacdo ovariana com gonadotrofinas exdge-
nas, representa um risco & vida das pacientes (Practi-
ce Committee of the American Society for Reproductive
Medicine, 2006). A apresentacdo clinica pode ser dividi-
da em trés categorias: leve, moderada e grave (Elchalal,
Schenker, 1997). A incidéncia de SHO é de 20 £ 33%
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para a forma leve, 3 £ 6% para a forma moderada, e
de 0.1 £ 2% para a forma grave da doenca (Delvigne,
Rozenberg 2002).

Os principais fatores de risco associados ao desenvol-
vimento de SHO s3o: idade (pacientes jovens), baixo
peso corporeo, sindrome dos ovérios policisticos (SOP),
altas doses de gonadotrmofinas exdgenas, nivel sérico
de estradiol (E,) elevado ou rapidamente aumentado,
e epistdios prévios de SHO (Practice Committee of the
American Society for Reproduction Medicine, 2006). Os
sinais clinicos podem incluir rdpido ganho de peso, oligl-
ria ou anlria, hemoconcentracdo, leucocitose, hipovole-
mia, desequilibrio eletrolitico (tipicamente hiponatremia
e hipercalemia), ascite, efusdo pleural e pericérdica,
sindrome do desconforto respiratério adulto e hiperco-
agulabilidade com sequelas tromboemboliticas (Whelan
*  Vlahos 2000, Chang, Ginsberg, 2006), entre outros,
podendo estes retroceder espontaneamente apds 10-14
dias (Whelan 34 , Vlahos, 2000).

Os efeitos da SHO na qualidade oocitiria ou embriondria
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
oocitdria como a taxa de fertilizacdo sdo piores nestas
pacientes.

A criopreservacdo de embrides tem sido usada como
ferramenta na prevencdo da SHO e para melhorar os
resultados dos ciclos de reproducdo humana assistida
(RHA) em pacientes com risco de SHO (Chen et al 2003,
Orvieto 2005). Entretanto, a criopreservacdo pode ter
efeitos prejudiciais no desenvolvimento dos embrides,
principalmente quando estes apresentam defeitos cito-
plasmdticos (Balaban et al 2008). O principal problema
durante a criopreservacao dos embrides estd na forma-
¢do de cristais de gelo no ambiente intracelular, que pode
levar ao dano celular e & parada de desenvolvimento
embriondrio (Liebermann et al, 2003). Edgar et al (2000)
sugerem que o impacto negative da criopreservacdo &
limitado & perda de blastémeros, sendo a taxa de implan-
tagdo de embrides descongelados e intactos similares aos
embrides frescos. Entretanto, ainda foi pouco investigado
se o possivel dano causado aos embrides 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 criopreservacdo de embrides provenientes de ciclos de
injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides (ICSI) de
pacientes com SHO pode influenciar os resultados clinicos
quando comparado & 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 controlade 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 embrides 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 apds a puncdo
(grupo SHO); e 32 ciclos onde as pacientes receberam
obcitos maduros doados, sendo submetidos & ICSI no dia
da puncdo folicular da doadora, utilizando o sémen do
conjuge da receptora (grupo controle). Neste estudo ndo
incluimos doacdo de odcitos congelados.

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

Os embrides das pacientes que receberam odcitos 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 realizacio da transferén-
cia dos embrides criopreservados. Os valores médios da
idade materna e concentragdo de E2 descritos no grupo
controle sdo referentes 4 doadora dos odcitos. As taxas
de embrides sobreviventes, implantacdo, gestacdo, e
abortamento foram avaliadas nos ciclos de descongela-
mento de embrides de ambos os grupos.

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

Preparo das amostras seminais para

a realizagdo da ICSI

Seguidos de 3-5 dias de abstinéncia ejaculatdria, as
amostras seminais foram analisadas quanto ao volu-
me, concentragdo, motilidade, aglutinacdo, presenca de
células redondas e morfologia espermética, segundo os
critérios estritos de Kruger e da Organizacdo Mundial
da Salde (OMS). As amostras foram preparadas por
gradiente descontinuo de densidade ou por "swim up”
sob meio, para serem utilizadas na ICSI1. Para a sele-
cdo do método de processamento seminal foi levado
em consideragdo o volume e a concentracdo seminal.
Amostras com concentragdo = 20 x105/ml & 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.

Estimulacdo ovariana controlada

A estimulacdo ovariana controlada foi alcancada
por bloqueio pituitdrio longo usande um agonista do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRHa - Lupron
Kit™, Abbott S.A Societé Francaise des Laboratoires,
Paris, France), seguido de estimulacdo ovariana com
horménio foliculo estimulante (r-FSH - Gonal-F®, Sero-
no, Genéve, Switzerland) recombinante. As doses de
FSH administradas foram ajustadas conforme a respos-
ta folicular de cada paciente. A dindmica folicular
foi acompanhada por dosagens séricas de E, e USG.
Quando observado um foliculo com didmetro supe-
rior a 18mm ou dois foliculos com didmetro superior
a 16mm a gonadotrofina corinica humana recombi-
nante (r-hCG - Ovidrel™, Serono, Genéve, Switzerland)
foi administrada para maturacdo folicular final. Trinta
e seis horas apds a administracdo do r-hCG, os odci-
tos foram coletados por foliculo-aspiracdo transvaginal
guiada por USG.

Preparacdo dos odcitos, avaliacio da fertilizacdo e
gqualidade embriondria

Apds a recuperacdo, 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 dleo
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 medicdo foi realizada uma
vez por semana como controle de qualidade. As células
do cimulus foram removidas por exposicdo durante 30s
ao meio tamponado com HEPES contendo 80 [U/mL de
hialuronidase (Irvine Scientific, Santa Ana, USA). Poste-
riormente, as células restantes do cimulus foram cuida-
dosamente removidas por denudacdo mecanica usando
pipetas Pasteur de vidro afiladas manualmente.

Os odcitos denudados foram entdo avaliados quanto a sua
maturacdo nuclear. Odcitos que apresentavam a extru-
sdo do primeiro corplsculo polar (metéfase 11), obser-
vados em microscopio invertido (Eclipse TE 300, Nikon®,
Tokyo, Japan),foram utilizados para ICSI. Os odcitos que
apresentavam a vesicula germinativa (priofase 1) ou que
ndo apresentavam vesicula germinativa ou extrusdo do
primeiro corplscule polar (metéfase 1) permaneceram
em cultura e ndo foram injetados.

A fertilizacdo foi avaliada 16 a 20 horas apds a ICSI, e
esta foi considerada normal quando 2 pré-nicleos clara-
mente distintos estavam presentes. Para avaliar a quali-
dade embriondria foram considerados os sequintes para-
metros: (i) nimero de blastmeros, (ii) porcentagem e
localizacdo de fragmentacdo, (iii) variacdo na simetria
dos blastdmeros, (iv) presenca de multinucleacdo, e (v)
defeitos na zona pellcida e citoplasma.

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

Preparo endometrial

O preparo endometrial foi realizado com administracdo
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 -
Movartis, Dasel, Switzerland). Para o suporte da fase
litea foi utilizada rotineiramente progesterona microni-
zada (600mg/dia a partir do 149 dia do ciclo menstrual ;
Utrogestan® - FQM, Rio de Janeiro, Brasil) efou conjun-
tamente E, (Estradot - Nowartis, 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 os grupos, e ndo 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 manifestacdes clinicas.

Congel. / 0 de embrides
A criopreservacdo foi realizada utilizando protocolo de
congelamento lento em cdmara 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 embriondrio (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 embrionéria foram avaliadas
em microscopio invertido. Os embrides foram cultiva-
dos em atmosfera umidificada 4 6% de CO_ e 37°C, por
2-4 horas até o momento da transferéncia embriona-
ria. Imediatamente antes da transferéncia, os embri-
oes foram submetidos a uma pequena abertura na zona
pelicida utilizando a técnica de "Assisted hatching” com
laser diiodo (OCTAX PolarAlDE™, Herborn, Germany).

to e desc
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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 varidveis numé-
ricas, o teste t-Student’s foi utilizado. 4 para varidveis
categéricas, os grupos foram comparados por teste de
qui-quadrado. Foram considerados significantes os resul-
tados com nivel critico de 5% (P = 0.05). A andlise dos
dados foi realizada utilizando-se o programa estatistico
Minitab (versdo 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 concentracdo de E, sérico alcangou, no dia
da administragdo do hCG, 3720 £ 3502 pg/ml no grupo
SHO e 2753 £ 1873 pg/ml no grupo controle (p= 0.214).
Mdo houve diferenca em relacdo & taxa de fertiliza-
cdo entre os grupos (SHO: 71.89% + 15.45, Controle:
79.75% + 21.68, p=0.234). Em adicdo, a taxa de embri-
des sobreviventes e de embrides intactos foi similar entre
os grupos (tabela 1).

Embora as pacientes do grupo SHO tivessem maior
numero de embrides, e por essa razdo, maior nlimero
de embrides de alta qualidade no dia do congelamento,
a taxa de embrides de alta qualidade ndo diferiu entre os
grupos (tabela 1). As taxas de implantacdo, gestacdo 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

Namero de 17.27 £10.16 4.75+ 1.55 <0.0001
embrides
Namero de 4.88 £6.73 1.38 = 1.60 0.015

embrides de alta

a
Taxa de embrides 25.20 + 23.90 2740+ 30.30 0.760
de alta qualida-

de (%)
Apods o descongelamento
Numero de 4.19 £+ 2.30 238+ 1.70 0.002

embrides vidvels
Taxa de embrides 68.85 £ 21.10 59.53 + 36.79 0.233
sobreviventes

Taxa de embrides 26.83 + 28.13 2146 £ 28.53 0.475
intactos (%)

SHO - Pacientes com sindrome do hiperestimule ovariano

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

SHO Controle Valor

(n=26) (n=32) deP

Taxa de implantacao (%) 17.9 £ 26.9 125 £ 0.435
23.7

Taxa de gestacdo (%) 38.50 2B.60 0.441
Taxa de abortamento (%) 40.00 25.00 0.332

SHO - Pacientes com sindrome do hiperestimule ovariano

DISCUSSAO

MNossos resultados mostraram que odcitos de pacientes
com SHO apresentam similar habilidade de fertilizacdo e
desenvolvimento embriondrio que odcitos de doadoras.
Além disso, ndo foi observado efeito prejudicial da erio-
preservacdo na sobrevivéncia embriondria apds descon-
gelamento, e nas taxas de implantacdo e gestacdo.
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A implantacdo de embrides congelados-descongelados
pode ser influenciada por vérios fatores, como idade
das pacientes, protocolo de congelamento e desconge-
lamento, critério usado para criopreservacdo, 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 oocitiria pode influenciar os resul-
tados pds-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 conseqiiéncia um maior nimero de embrides.
Usualmente, os melhores embrides sdo selecionados para
a transferéncia e somente os embrides de boa qualidade
sdo selecionados para a criopreservacdo.

A viabilidade de cada embrido depende da qualidade
biolégica dos gametas. Embora esteja bem reconhecido
que a qualidade do espermatozdide apresente um impor-
tante papel durante a fertilizagdo (Swann et al 2006,
Saunders et al 2007), a expressdo do genoma embrio-
ndrio, que consiste da combinacdo do material genéti-
co do espermatozdide e do odcito, comeca no sequndo
ciclo de divisdo embrionéria, no estigio de 4 a 8 células
do desenvolvimento embriondrio humano (Tesarik et al,
1986 e 1988). Os eventuais efeitos nos genes derivados
dos espermatozdides estdo de maneira pouco provéavel
manifestados entre a fertilizacdo e o estdgio de 4 células
O estagio de 4 células é normalmente observado antes
da 50° hora de desenvolvimento, e o estagio de 8 células
& usualmente notado antes da 722 hora (Veeck, 1991).
Mo presente estudo, o congelamento de embrdes foi
realizado no segundo dia (quando a ativacdo do geno-
ma embriondrio provavelmente ndo ocorreu) ou terceirm
dia de desenvolvimento (de 48 a 72 horas apds ICSI).
Consequentemente, sugere-se que fatores derivados dos
odcitos poderiam ser responsdveis pelo controle pré-
implantacional até o congelamento.

Mo presente estudo, obtivemos, no protocolo de conge-
lamento-descongelamento, a mesma sobrevivéncia
embriondria e resultados clinicos similares em pacientes
do grupo SHO, que em pacientes do grupo de controle.
Apesar de ndo haver diferencas 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 t&m a mesma capacidade de sobrevivéncia
apds descongelamento e desenvolvimento que embrides
de grupos controle.

CONCLUSAO

Mossos achados sugerem que os resultados dos ciclos de
congelamento-descongelamento ndo sdo afetados pela
presenca de SHO. Estes resultados indicam que embrides
obtidos de ciclos de ICSI de pacientes com SHO sobrevi-
vemn & criopreservacio de maneira similar aos gerados por
outras pacientes submetidas ao mesmo tipo de tratamento.
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