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RESUMO

Introducdo: As transferéncias de embrides congelados (TECs) aumentaram
consideravelmente na ultima década. Parece haver uma relacdo entre os baixos niveis séricos
de progesterona (P4) no dia da TEC e uma redugéo na taxa de gravidez evolutiva e de parto.
Uma estratégia de resgate de ciclos com P4 baixo no dia da TEC podera ser util como alternativa
a cancelar o ciclo.

Objetivo: Verificar se a taxa de gravidez evolutiva dos ciclos TEC em que se observaram
valores de P4 baixos, subsequentemente suplementados com didrogesterona (DYD) foi
semelhante aos resultados dos ciclos com valores de P4 considerados normais. Avaliar a
distribuicdo dos valores de P4 na amostra e se varidveis como 0 peso, o indice de massa
corporal, a idade ou a etnia da mulher o podem influenciar.

Meétodos: Estudo de coorte retrospetivo que incluiu ciclos TEC realizados entre Julho de
2019 e Marco de 2022 ap6s um ciclo de preparacdo endometrial artificial usando valerato-
estradiol e P4 vaginal micronizado (400 mg duas vezes ao dia). Sempre que o valor de P4 sérico
foi considerado baixo na manha da transferéncia planeada, adicionou-se 10mg de DYD tri-
diario como suplementacdo. O evento de interesse priméario foi gravidez evolutiva apos 10
semanas de gravidez. Apos uma andlise exploratoria, identificaram-se quais as variaveis
relacionadas com um desfecho positivo, numa anélise de regressdo univariada e multivariada.
Compararam-se grupos de acordo com a administragdo ou ndo de DYD, avaliou-se a

distribuicdo dos valores de P4 na amostra e as varidveis associadas a esta variacao.

Resultados: Analisaram-se 679 ciclos TEC, dos 181 casos (26.7%) suplementadas com
DYD e 498 (73.3%) com o tratamento habitual. Verificaram-se 437 casos de gravidez (64.4%-
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64,9% no grupo sem DYD e 63% no grupo com DYD). Destes 292 (43% do total) foram de
gravidez evolutiva (44,0% no grupo sem DYD e 40,9% no grupo com DYD).

Os valores de progesterona observados sdo bem modelados por uma distribuicdo gama,
com médial4.4 ng/ml e desvio padrdo de 4.6 ng/ml. Através de um modelo de regressdo gama
verificou-se que as varidveis idade no dia da TEC (p<0.05), etnia (p<0.01), peso (p<0.001) e
altura (p<0.05) ajudam a explicar a variacao da P4.

Num modelo de regressdo multivariada verificou-se que a idade na colheita (p<0.01), a
espessura endometrial (p<0.001), o dia da transferéncia (p<0.001) e o n ° de embribes
transferidos (p<0.05) se relacionavam com gravidez evolutiva. Nao se verificaram diferengas
nos resultados entre ciclos com ou sem uso de DYD.

Conclus6es: A idade da mulher no dia da transferéncia, a etnia e o peso podem ajudar a
explicar variacdes nos valores de progesterona observados. A espessura do endométrio, o dia
de chegada a blastocisto e 0 n° de embrides transferidos relacionaram-se de forma positiva com
a possibilidade de gravidez evolutiva. A taxa de gravidez evolutiva foi independente do uso de
DYD.

Palavas chave: Didrogesterona, Transferéncia de embrides congelados, ciclo artificial, sucesso

em PMA, fase lGtea



ABSTRACT

Introdution: Frozen embryo transfers (FETS) have increased considerably over the past
decade. There seems to be a relationship between low serum progesterone (P4) levels on the
day of embryo transfer and a reduction in ongoing and delivery rate. A rescue strategy of cycles
with low P4 on the FET day might be useful as an alternative to cancel the cycle.

Objective: To evaluate whether the results of cycles with FET where low levels of plasma
P4 were observed and which were subsequently supplemented with dydrogesterone (DYD)
were similar to the results of cycles with normal progesterone values. To assess the distribution
of P4 values in the sample and whether variables such as weight, body mass index, age or
ethnicity of the woman can influence serum progesterone values.

Methods: Retrospective cohort study that included FET cycles performed between July
2019 and March of 2022 after a cycle of artificial endometrial preparation using valerate-
estradiol and micronized vaginal P4 (400 mg twice daily). Whenever the serum P4 value was
considered low on the morning of the planned transfer, 10mg of DYD tri-daily was added as a
supplement. The primary endpoint was ongoing pregnancy after 10 weeks of pregnancy. After
an exploratory analysis, the variables related to a positive outcome were identified in a
univariate and multivariate regression analysis. Groups were compared according to the
administration or not of DYD. The distribution of P4 values in the sample and variables
associated with this variation was evaluated.

Results: 679 FET cycles were analyzed, of which 181 (26.7%) undergone treatment with
DYD and 498 (73.3%) had the usual treatment. There were 437 pregnancies (64.4%: 64,9%
without DYD and 63% with DYD). Of these 292 (43% of the total) were from ongoing
pregnancies (44,0% without DYD and 40,9% with DYD).
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The progesterone values could be modeled by a gamma distribution, with a mean of 14.4 ng/ml
and a standard deviation of 4.6 ng/ml. Through a gamma regression model, it was found that
the variables age on the day of FET (p<0.05), ethnicity (p<0.01), weight (p<0.001) and height
(p<0.05) help to explain the variation in progesterone.

In a multivariate, it was found that age at egg collection (p<0.01), endometrial thickness
(p<0.001), day of transfer (p<0.001) and number of embryos transferred (p<0.05) were related
to the final outcome. There were no differences in the results between cycles with or without
the use of DYD.

Conclusions: The woman's age at the time of transfer, ethnicity, and weight may help
explain variations in observed progesterone values. The endometrial measurement, the day of
arrival at the blastocyst and the number of embryos transferred were positively related to the
possibility of an ongoing pregnancy. The ongoing pregnancy rate was not different weather or
not DYD was used.

Keywords: Dydrogesterone; Frozen embryo transfer; Artificial cycle; ART outcome; Luteal

phase
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1
INTRODUCAO

1.1 Contexto global

Infertilidade é definida pela OMS como a incapacidade de conseguir uma gravidez
no espaco de 12 meses [1]. Estima-se que um em cada seis casais pode ter alguma
dificuldade em conseguir uma gravidez e que na Comunidade Europeia mais de 25

milhGes de pessoas podem ser afetadas por esta situacéao [2].

As causas para este problema sdo diversas e ha uma vasta panoplia de tratamentos
que estdo disponiveis. Entre estes existem as técnicas de Procriacdo Medicamente
Assistida (PMA), entre as quais se inclui a fertilizagdo in vitro (FIV/ICSI). O primeiro
tratamento com sucesso realizou-se em 1978. Desde entdo as indicacdes, as técnicas e 0s
materiais que permitem a realizacdo destes procedimentos evoluiram de forma marcada.
Na Europa o nimero de tratamentos com recurso a esta técnica tem aumentado nos
ultimos anos. O ultimo registo europeu, publicado em 2021 e reportando ao ano de 2017,
revela um total de cerca de 473 000 ciclos de FIV/ICSI [3]. O panorama em Portugal
ndo é diferente, verificando-se que em 2018 foram iniciados mais de 7000 ciclos de
FIV/ICSI. Nesse mesmo ano, como resultado do uso de varias técnicas de PMA nasceram
em Portugal 2733 criancas-3.1% do total nacional. Este nimero contrasta com 2.5% em
2013 [4].

1.2 FIV/ICSI

A historia deste tipo de procedimentos remonta as primeiras décadas do século XX
[5], com diversas tentativas de fecundacgéo de ovocitos in vitro. Em 1932 é publicado o
romance de Aldous Huxley "Admiravel Mundo Novo" onde se prevé que a Reproducao
Humana possa ser conseguida totalmente com técnicas de reproducdo assistida, muitas

delas descritas de forma semelhante ao que se realiza atualmente. No entanto, apenas em



1978 se consegue 0 primeiro parto em seres humanos, resultante de um embrido
conseguido apos recolha de um ovacito que foi incubado com espermatozoides [6]. Nesta
altura o tipo de medicagéo, o seguimento das pacientes, 0s meios de cultura e a tecnologia

disponivel eram muito rudimentares e as taxas de sucesso na época eram baixas.

Nos ultimos 40 anos verificou-se uma evolugcdo importante nesta area, resultado do
aparecimento de novos farmacos, novas técnicas e novas estufas. Do conjunto global de
inovacgdes destaca-se a da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) e dos
métodos de congelacdo de embrides, sobretudo com o advento da vitrificagcdo. O
desenvolvimento farmacoldgico permitiu uma estimulacdo multifolicular mais segura e
previsivel, bem como o surgimento de farmacos bloqueadores hipofisarios que permitem
inibir a ovulacdo. Deste modo é possivel hoje conseguirem-se estimulacdes que permitam

a recolha de uma maior quantidade de dvulos e de uma forma mais segura [5].

Um ciclo de FIV/ICSI pode dividir-se em duas etapas. Numa primeira fase ha uma
estimulagdo hormonal que permite um recrutamento folicular aumentado a nivel ovérico,
que procura ser maximizado em funcdo da idade e da reserva ovarica disponivel. Através
do uso de medicacédo especifica o processo de maturacdo final dos ovécitos € inibido para
evitar uma ovulacdo prematura. Quando os foliculos atingem um tamanho adequado é
desencadeado de forma farmacoldgica o processo de maturacao final dos ovocitos. Estes
serdo recolhidos geralmente por via transvaginal e de forma ecoguiada. Os 6vulos

recolhidos podem ser utilizados de imediato ou congelados e utilizados posteriormente.

Independentemente do recurso a évulos frescos ou congelados estes sdo incubados
(FIV) ou inseminados (ICSI) com espermatozoides e cultivados. Nos dias seguintes 0s
embrides resultantes permanecem em estufa e poderdo ser transferidos, habitualmente
entre 0 3° e 5° dia de evolucdo. A transferéncia designa-se a fresco quando é realizada
nesta fase, mas por outro lado pode optar-se por ndo transferir de imediato o embrido,

sendo este congelado.

S&o varios 0s motivos que levam a ndo transferéncia a fresco de um embrido, onde
se incluem: existéncia de embrides sobrantes/excedentarios, ma condigdo endometrial
para transferéncia de embribes a fresco, motivos sociais. Por outro lado, com esta
estratégia é possivel evitar o impacto negativo dos niveis suprafisiélogicos hormonais que
ocorrem durante a estimulacdo ovarica e reduzir o risco de sindrome de hiperestimulagéo

[7]. E importante realcar ainda que as recentes evolugdes no dmbito da bidpsia



embrionaria, tornaram populares e frequentes as técnicas de diagnéstico genético pré-

implantatorio [8] que implicam quase sempre transferéncias diferidas.

1.3 Implantacao

Para a ocorréncia de implantacdo sdo necessarias um conjunto de adaptacdes do
utero. Parte destas alteracGes sdo mediadas pelo efeito da progesterona (P4). De acordo
com a teoria da janela de implantacdo endometrial [9], existe um periodo 6timo para a
implantacdo embrionéria, que se encontra entre 0 19° ou 20° dia do ciclo menstrual e dura
4 a 5 dias (Lessey, 2011), ou seja, 5 a 9 dias apds a ovulacdo, a meio da fase lutea e

secretora [10].

Nos ciclos naturais, inicialmente tanto os valores de estradiol como os de
progesterona sao baixos. Na primeira fase, fase folicular, verifica-se um aumento gradual
nos niveis de estradiol. Ap6s uma subida abrupta nos niveis de estradiol verifica-se um
aumento subito da Hormona Luteotropica (LH), que ird desencadear o processo de
ovulagdo. Apds a ovulacdo inicia-se a producdo de progesterona pelo corpo luteo.
Inicialmente verifica-se um aumento gradual até atingir uma fase de plateau quatro a
cinco dias depois. Nesta altura o valor adequado de progesterona produzido pelo corpo
luteo parece rondar os 10 ng/mL [11], [12]. Se ndo se verificar gravidez inicia-se uma
queda destes valores cerca de 9 a 10 dias apds a ovulacao [13] (Figura 1 e 2). No entanto,
a sua duracdo podera ser variavel de forma inter e intraciclica, ap6s cada menstruacéo [9].
De acordo com o conceito de janela de implantacdo e considerando uma variabilidade
possivel nos valores de progesterona sérica, transferir um embrido fora desses valores,
poderd corresponder a uma assincronia entre o desenvolvimento endometrial e
embrionario, diminuindo as taxas de implantacdo [14] [15] [16]. Assim, valores de
progesterona baixos poderdo atrasar a janela de implantacdo, ao passo que valores
elevados poderdo adianta-la, afastando a data da transferéncia do periodo 6timo para a
implantacdo embrionéria. Para o primeiro caso, podera considerar-se a suplementacao
com progesterona, cuja formulacdo e dose ideal fogem ao ambito deste estudo, no

segundo, a resolucdo podera passar pela diminui¢do da dose de progesterona em curso.



Variacao dos niveis estradiol relativamente ao pico de LH
num ciclo natural, sem gravidez
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Figura 1 - Variagdo dos niveis estradiol relativamente ao pico de LH num ciclo natural,
sem gravidez. [17]

Variacdo da progesterona relativamente ao pico de LH
num ciclo natural, sem gravidez
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Figura 2 - Variagdo dos niveis de progesterona relativamente ao pico de LH, num ciclo
natural, sem gravidez

1.4 Transferéncia de Embrides Congelados

A semelhanca do que tem acontecido com o ndmero de ciclos de FIV/ICSI,
também o numero de transferéncias de embries congelados (TEC) tem aumentado,
verificando-se que s6 em 2017 foram reportados no universo europeu mais de 270 000
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ciclos [3], com taxas de gravidez de cerca de 30.2% no caso de dvulos proprios
comparativamente com 41.1% no caso de 6vulos provenientes de programas de doagdo
de 6vulos heterélogos. No contexto nacional e relativamente a 2018 verificaram-se mais
de 2600 transferéncias de embrides congelados resultantes de 6vulos proprios e mais de
800 transferéncias resultantes de programas de doacéo de 6vulos [4].

Considerando o nimero de ciclos realizados tem havido uma atencao crescente no
que respeita a preparagdo endometrial para a transferéncia de embrifes congelados ou de
embrides frescos que resultem de ciclos de doacdo de dvulos, onde a sincronia natural
entre o endométrio e o estado de desenvolvimento embrionario sdo mais dificeis. Neste
contexto, sdo varias as opcoes disponiveis.

A preparagdo endometrial nas TEC pode ser conseguida num ciclo natural, natural
modificado ou artificial, ndo tendo sido reportadas até a data, diferencas significativas nas
taxas de gravidez clinica e de recém-nascido vivo entre os trés tipos de ciclo [18], [19].

Num ciclo natural ou natural modificado procura-se seguir o desenvolvimento de
um foliculo até a ovulacdo. Durante este periodo h4 um aumento gradual dos niveis de
estradiol (Figura 1). A ovulacdo pode ser conseguida naturalmente ou desencadeada
farmacologicamente, nas figuras surge representada como o pico de LH. Apos este pico
hormonal e passadas cerca de 24 horas verifica-se um aumento progressivo dos niveis de
progesterona que daqui em diante sera produzida pelo corpo luteo (a estrutura que se
origina ap6s a ovulacdo). A transferéncia embrionaria sera realizada em funcéo da altura
prevista para a ovulacdo e o tempo de desenvolvimento do embrido. Na pratica hd uma
varia¢do hormonal diéria durante o ciclo.

Em alternativa existem os ciclos artificiais. Neste tipo de tratamento,
habitualmente ap6s uma menstruacdo espontanea ou programada, ha uma suplementacao
exogena de estradiol na primeira fase, e, posteriormente € adicionada suplementacdo com
progesterona, uma vez que ndo existe ovulacdo e por isso um corpo liteo enddgeno.
Habitualmente, a administracdo de estrogenios é iniciada ao 2° ou 3° dia do ciclo
menstrual e a progesterona exdgena € introduzida assim que o endométrio atinge uma
espessura de 7mm, [20]. No caso de gravidez, a progesterona exdgena é mantida até pelo
menos até a 73-92 semana de gestacdo, altura em que a producao de progesterona placentar
substitui a produzida pelo corpo luteo [21], [22]. Neste tipo de tratamento o grau de
flutuacdo hormonal é pequeno, uma vez que rapidamente, apos o inicio da medicacéo,

sdo atingidos valores hormonais estaveis [23], [24] .
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Apesar de publicacdes recentes sugerirem que ha beneficios favoraveis aos ciclos
naturais ou naturais modificados, nos quais existe um corpo liteo, com uma diminuigédo
de doenga hipertensiva na gravidez e diminuicdo no numero de recém nascidos
macrossomicos [25], [26], o ciclo artificial, hormono-substituido, tem sido o mais
frequentemente utilizado. S&o varias as vantagens associadas a este tipo de tratamento,
sobretudo pela maior facilidade de programacao e pelo maior controlo da exposi¢do a

progesterona exdgena [9].

A recetividade endometrial parece estar relacionada com o tempo e dose de
exposicdo a progesterona, ap0s exposicdo estrogenica adequada, sendo que a
progesterona é essencial para a implantacdo do embrido e evolugdo da gravidez [27]. A
progesterona exogena pode ser administrada via oral, vaginal, subcutanea (SC) ou
intramuscular (IM). As vias de administracdo vaginal e IM foram as mais estudadas, sem
qgue nenhuma demonstrasse superioridade em relacdo a outra [28]. No entanto, a via
vaginal é frequentemente preferida nos tratamentos de PMA por evitar injeces e 0s
efeitos secundarios associados a via IM [29]. Recentemente, a via oral tem sido estudada
como alternativa, ndo inferior as anteriores, nos paises em que a sua formulacdo esta
disponivel [29], [30].

Recentemente foram publicados diversos estudos retrospetivos e prospetivos que
demonstram uma associacao negativa entre niveis baixos de progesterona sérica no dia
da transferéncia embrionaria e o resultado final, seja ele gravidez ou parto [15], [16] ,
[31], [32], [33], [34]. Outro aspeto importante relaciona-se com a absor¢do e
metabolizacdo da progesterona vaginal que pode variar entre diferentes pacientes [15],
[23], [31].

De acordo com Gaggiotti-Marre et al. [35], num estudo que envolveu 244 TECs em
ciclos substituidos, com transferéncia de um embrido euploide, em que os valores de
progesterona foram medidos na véspera da transferéncia, pacientes com valores de P4 no
1° quartil (<8.1 ng/mL) tiveram taxas de parto inferiores (41% versus 54-65% nos outros
quartis, com p<0.05). Outro estudo prospetivo observacional, realizado em recetoras de
embrides de doagéo de ovdcitos, concluiu que um valor de P4 <9.2 ng/mL no diada TEC,
esta associado a diminuicdo da taxa de gravidez evolutiva [36]. Outro estudo publicado
pelo mesmo grupo englobando 1205 pacientes concluiu que pacientes com valores de
progesterona inferiores a 8.8ng/ml (valor correspondente ao percentil 30 da amostra)

tinham uma taxa de recém nascido vivo significativamente inferior [37].
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Por outro lado, ainda que de forma menos consistente, ha outros estudos que reportam
que niveis elevados de progesterona também parecem estar associados a piores resultados
[14], [38]. Neste trabalho focamos apenas nos niveis baixos. E importante referir que se
verifica uma variagédo tanto nas dosagens como na forma de administra¢do dos farmacos,

0 que dificulta comparagdes, quando tentamos agrupar estudos diferentes.

1.5 Didrogesterona

A didrogesterona (DYD) é um progestativo sintético desenvolvido na década de 1950
e comercializado desde 1961. E um farmaco administrado por via oral e apesar de ter uma
bioatividade inferior a 10% ap0s primeira passagem hepética é ainda mais ativa que a
progesterona micronizada oral [39] e com uma alta especificidade para o recetor da
progesterona [40]. Tem uma atividade progestagénica muito seletiva, sem atividade
androgeénica, glicocorticoide ou estrogénica [40]. Deste modo pode ser utilizada em doses
menores e com menos efeitos secundarios [29]. O metabolito ativo é o 20-alfa-
dihidrodidrogesterona, que tem uma semivida de cerca de 17 horas. Infelizmente, esta é

uma substancia dificil de dosear na pratica clinica.

No ambito da PMA este farmaco mostrou-se uma boa alternativa quando utilizado

em ciclos com transferéncia de embrides a fresco [41], [30].

Relativamente a questdes de seguranca, uma revisao sistematica [42] sobre a eficacia
e seguranca da DYD oral comparativamente a progesterona vaginal micronizadas como
suporte de fase litea mostrou uma incidéncia de alteracBes congeénitas, familiares e

genéticas semelhantes em ambos 0s grupos [43].

1.6 Motivo e objetivo do estudo

De acordo com dados da literatura mais recente parece claro que nos ciclos artificiais
para preparagdo endometrial para TEC os resultados sdo piores nos casos em que 0S

valores de progesterona séo menores.

No Centro de Infertilidade e Procriacdo Medicamente Assistida de Almada
(CIRMA), foi realizado um estudo prospetivo entre Maio de 2019 e Junho de 2020, em

que se verificou uma forte tendéncia para resultados piores no grupo de pacientes com

13



progesterona mais baixa [44]. Por motivos éticos o estudo foi interrompido
prematuramente apos uma analise interina e apds avaliacdo de publicagdes recentes a
época. Na altura considerou-se que pacientes com niveis de progesterona baixos no dia
da TEC poderiam beneficiar de uma estratégia que melhorasse o0 seu prognostico. Optou-
se por adicionar progesterona oral e a escolha da dose baseou-se nos resultados de 2
estudos [30] [45]. Nestes, uma dose DY D 20mg dia pareceu insuficiente como suporte de
fase lutea, quando utilizada de forma isolada, enquanto que uma dose de 40mg/dia
pareceu nao ser inferior ao regime habitual de progesterona vaginal. Atendendo a
seguranca deste farmaco em termos de dosagem e pela facilidade de administracédo
adicionou-se a medicacdo em curso 10 mg de DYD de forma tri-diaria nos ciclos com
progesterona baixa. Inicialmente o valor de corte para a decisao foi 10 ng/ml plasmatico.
No entanto, uma vez que os resultados neste grupo pareceram promissores, cerca de 1
ano depois o valor de corte para administrar DYD subiu para 12.5 ng/ml, correspondente

ao percentil 25-30 dos valores de distribuicdo de progesterona plasmatica no centro.

Considerando uma amostra dos ciclos realizados no centro, procurou-se identificar
quais as variaveis que influenciam o valor de progesterona plasmatica no dia da TEC,
quais as variaveis que estdo associadas a uma gravidez evolutiva e se ha diferencas na
taxa de gravidez evolutiva entre pacientes com valores de progesterona baixa
suplementados com DYD comparativamente com ciclos com valores considerados
normais. A resposta a estas questdes tem uma importancia extrema, uma vez que por um
lado podera permitir conseguir melhores resultados nos ciclos TEC medicados, com
valores de progesterona mais baixos de uma forma relativamente simples, barata e com
baixo risco. Ao determinar a forma da distribuicdo dos valores de progesterona de uma
amostra da populacdo deste centro sera possivel comparar dados com outras populagdes.
Por outro lado, podera ser possivel prever quais sdo as pacientes que terdo niveis de

progesterona plasmatica baixos.

1.7 Organizacao da Tese

A apresentacdo da tese foi organizada em diversas etapas.

Inicialmente sera descrita a metodologia e os dados; onde se descreve a origem da
amostra e os critérios de inclusdo e exclusdo utilizados. As variaveis dependentes
consideradas sdo gravidez bioquimica, gravidez evolutiva e progesterona. S&o
apresentadas de seguida as variaveis independentes. Sera descrito todo o protocolo de
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preparacdo endometrial e de preparacdo dos embrides para a transferéncia. Do ponto de
vista analitico, inicialmente sera feita uma analise exploratdria dos dados e descritos 0s
meétodos estatisticos utilizados.

Quanto aos resultados, inicialmente fez-se uma avaliacdo global dos dados onde se
avaliaram as taxas de gravidez bioquimica, gravidez evolutiva e de aborto. Seguidamente
sera feita uma avaliacdo sumaria dos dados, considerando variaveis continuas e
categoricas, bem como uma matriz de correlacdes entre as diferentes variaveis. Serdo
identificadas quais as variaveis que influenciam o valor de progesterona plasmatica e
quais as varidveis que poderdo ter impacto na taxa de gravidez evolutiva, primeiro
recorrendo a uma avaliacdo univariada e depois através da estimacdo de um Modelo de
Anélise Multivariado. Finalmente serdo comparadas as taxas de gravidez evolutiva entre
ciclos com valores de progesterona plasmatica considerados baixos que foram
suplementados com DYD com os ciclos com valores de progesterona considerados
normais. Esta etapa sera precedida de uma avaliacdo comparativa da taxa de gravidez
evolutiva de acordo com diversos percentis de distribuicdo dos valores de progesterona.

A discussdo ira resumir os principais resultados obtidos e comparar com outros
trabalhos semelhantes procurando encontrar aspetos concordantes e justificar uma
plausibilidade biol6gica. Terminard com alguns argumentos criticos a tese e perspetivas
futuras.

No final, sera apresentada uma conclusao que procura de forma resumida responder
as questdes iniciais.
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2 MATERIAIS E METODOS

O objetivo do trabalho foi verificar se a taxa de gravidez evolutiva nos ciclos em que
se observaram valores de progesterona plasmatica baixos e que foram subsequentemente
suplementados com DYD foram semelhantes aos resultados dos ciclos com valores de

progesterona considerados normais.

Por outro lado, procurou-se avaliar a distribui¢do dos valores de progesterona na
amostra e se variaveis como o peso, o indice de massa corporal (IMC), a idade ou a etnia

da mulher podem influenciar os valores séricos de progesterona.

Para isso foi desenhado um estudo observacional, retrospetivo de transferéncias de
embrides congelados realizadas no CIRMA em ciclo substituido, no periodo de 1 de Julho
de 2019 a 31 Margo de 2022.

2.1 Critérios de inclusao:

Foram incluidos todos os ciclos de pacientes que realizaram transferéncia de
embrides congelados obtidos em FIV/ICSI, com idades compreendidas entre 18 e os 39
anos no dia da puncdo. Todos os embrides foram transferidos em ciclo hormono-
substituido (1 ou 2 blastocistos- embrides que se desenvolveram até ao 5° ou 6° dia p6s
fecundacéo), com grau de expansao igual ou superior a 2 e grau 1 ou 2 na massa celular

interna e trofoectoderme [46].

Foram excluidas as pacientes com endométrio menor que 7 mm previamente a
administracdo de progesterona, pacientes com patologia endocavitaria ou com
deformacdo da mesma, pacientes com anomalia mulleriana ndo corrigida ou que tenham
obtido um valor de progesterona ndo compativel com uma fase lutea (inferior a 3ng/ml)

no dia da transferéncia.
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2.2 Variaveis

2.2.1 Variaveis dependentes

As variaveis de interesse sdo gravidez bioquimica, gravidez evolutiva e valor de
progesterona plasmatica no dia da TEC. As duas primeiras sdo variaveis binarias
(definidas como positiva ou negativa). Considerou-se gravidez bioguimica todas as
gravidezes com valor sérico de B-HCG > 10 U/, e gravidez evolutiva todas as gravidezes
que ultrapassaram as 10 semanas de gestacdo, com batimentos cardiacos confirmados.
Consideraram-se abortos todas as gravidezes bioquimicas que ndo tiveram uma ecografia

compativel com gravidez evolutiva depois das 10 semanas.

A outra variavel dependente é o valor de progesterona no dia da transferéncia
embrionaria. Dada a sua importancia nestes processos serdo identificados fatores

associados a sua variagéo,.

2.2.2 Variaveis independentes

As variaveis explicativas escolhidas sdo referentes a caracteristicas dos progenitores,
aos ciclos de FIV/ICSI que deram origem aos embrides que foram transferidos e aos

préprios ciclos de transferéncia de embrides congelados:

Tabela 1 - Lista de varidveis analisadas

Nome Tipo Descricéo

Idade mulher na pungéo Continua Idade da mulher em anos no dia da pungéo

Idade da mulher na TEC Continua Idade da mulher em anos no dia da TEC

Idade do homem na puncdo | Continua Idade do homem em anos no dia da puncéo

IMC mulher Continua indice de massa corporal da mulher no dia
da puncdo

Peso Mulher Continua Peso da mulher em Kg no dia da puncéo
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Nome Tipo Descricao

IMC homem Continua indice de massa corporal da mulher no dia
da puncdo

Dose de gonadotrofinas Continua Dose de gonadotrofinas utilizadas no ciclo
FIV/ICSI

Numero de Ovacitos Continua Numero de ovdcitos obtidos na puncao

Numero de 2PN Continua NUmero de ovulos fecundados
normalmente- 2PN

Espessura endometrial Continua Ultima espessura endometrial medida antes
da TEC em mm

Valor de Progesterona Continua Valor da progesterona no dia da TEC em
ng/mi

Habitos tabagicos Mulher | Categdrica | Habitos tabagicos da mulher: nunca;
antigos ou presentes

Habitos tabagicos Homem | Categérica | Habitos tabagicos do homem: nunca;
antigos ou presentes

Etnia Mulher Categorica | Asiatica; caucasiana; cigana; indiana;
negra;, mista-caucasiana-africana; mista
caucasiana-asiatica; mista-outra;

Etnia Homem Categorica | Asiatica; caucasiana; cigana; indiana;
negra; mista-caucasiana-africana; mista
caucasiana-asiatica; mista-outra;

Fator de infertilidade Categorica | Motivo  para  tratamento:  tubério;

endometriose; ovulatorio; multiplos s6
femininos;  masculino;  azoospermia;

feminino + masculino; idiopatico; Outro
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Nome Tipo Descricao

N° de embrides | Dicotdmica | NUmero de embrides transferidos: 1 ou 2

transferidos

Dia de desenvolvimento | Dicotdbmica | Dia de transferéncia embrionaria: 5° ou 6°

embrionario dia

Mulher com filhos Dicotdémica | Sim; Néao

Homem com filhos Dicotdémica | Sim; Néo

Ciclo diferido Dicotomica | Se o ciclo teve transferéncia de embrides a

fresco: Sim; Néo

Ordem da TEC Categorica | Ordem da transferéncia

Didrogesterona Dicotomica | Medicacdo com didrogesterona

2.3 Protocolo de preparacao endometrial

No 2° ou 3° dia de um ciclo menstrual espontaneo, pds-progestativo ou pos-pilula, a
paciente iniciou a aplicaco de estradiol (Zumenon®, Bayer Portugal, SA, Portugal) na
dose de 2mg de 12/12h por via vaginal. Foi realizado controlo ecogréafico 10 a 20 dias
depois. Apds verificacdo de uma espessura endometrial acima de 7 mm, as pacientes
iniciaram a administracio de progesterona por via vaginal (Progeffik®, Laboratorios
Effik, Portugal) na dose de 400 mg de 12/12h.

A transferéncia de embrides foi realizada apds a 11? administracdo de progesterona.

Na manhé da transferéncia, foi feito novo doseamento de progesterona.

Os embrides, num maximo de 2, previamente vitrificados num suporte Cryotop®
(Kitazato, Japan), foram desvitrificados segundo o seguinte protocolo: o Cryotop® é
removido do azoto liquido e imediatamente submerso em 300l de Thawing solution (TS)
(Kitazato, Japan), previamente aquecidos a 37°C. Apds 1 minuto, os embrides foram

transferidos para uma gota de 60ul de Diluent solution (DS) (Kitazato, Japan) durante 3
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minutos a temperatura ambiente. Finalmente, foram colocados numa gota 60ul de
Washing solution (WS) (Kitazato, Japan) durante 5 minutos a temperatura ambiente, e
posteriormente lavados durante 1 minuto numa outra gota de 60 pl de WS a temperatura
ambiente. Depois foram transferidos, individualmente, para gotas de 30ul de Sequential
Blast® medium (ORIGIO, Denmark) cobertas com Liquid Paraffin (ORIGIO, Denmark)

onde permaneceram durante pelo menos 2 horas antes da transferéncia.

As transferéncias de embriGes foram rotineiramente realizadas sob controlo
ecogréafico. Apos colocacgdo de espéculo metalico e remocdo da progesterona cervical com
compressa, foi introduzido o cateter (Cook® ou Wallace®) até passar o meio da cavidade
endometrial, onde se depositaram os embrides. Foram transferidos 1 ou 2 blastocistos e o
teste de B-HCG foi realizado 9 a 12 dias ap6s a transferéncia. Em caso de gravidez, o

estradiol e a progesterona eram mantidos até a 103-122 semana de gravidez.

De acordo com o periodo de estudo sempre que os valores de progesterona estaveram
abaixo do nivel de corte a época (10 ou 12.5 ng/ml), foi iniciada medica¢do com 10 mg
de didrogesterona (Didrogesterona®, BGP produts, Portugal) tri-diario. Nestes casos esta

medicacdo foi mantida até pelo menos 8 semanas de gravidez

Os doseamentos hormonais de progesterona e B-HCG foram efetuados em amostra
de soro. A metodologia utilizada foi a de Eletroquimioluminescéncia (ECLIA) e utilizou-
se 0 equipamento Modular EVO (E170) Roche Diagnostics®. O método de doseamento
da B-HCG baseou-se em reacdo imunoldgica tipo sandwich e o da progesterona em reagao

imunoldgica competitiva.

2.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com recurso aso programas IBM® SPSS®

statistics v22.0 e R 4.2.2 for windows.

2.4.1 Analise exploratéria:

Foi feita uma andlise exploratoria inicial através de frequéncias absolutas, relativas,
valor médio, desvio padrdo e mediana das variaveis estudadas e intervalo inter-quartil das
variaveis continuas. Fez-se uma matriz de correlagcBes entre as diferentes variaveis
analisadas. Quando adequado as variaveis categdricas foram reclassificadas e variaveis

continuas foram categorizadas.
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2.4.2 Meétodos estatisticos:

2.4.2.1 Normalidade das variaveis da amostra

Para avaliar se os dados respeitantes a cada variavel continua X incluida no estudo

indicam a normalidade da mesma utilizou-se o Teste de Shapiro-Wilk [47].
As hipoteses a testar sao:
HO: a amostra de X provém de uma distribui¢io normal N (u,62)
H1: a amostra de X ndo provém de uma distribui¢io normal N (u,62)

Este teste € baseado na estatistica W dada por:

bZ
i1 (x@ — ©)?

W =

em que X sdo os valores observados ordenados da variavel. A constante b é determinada
da seguinte forma:

2 ,
Y2 @yii1 X (Xn—is1) — X)) Se n é par

+1)/2 ;.
521 2 @41 X (X(n-i+1) — X(»)) Se n € impar

b=

em que ani+1 SA0 constantes geradas pelas médias, variancias e covariancias das
estatisticas de ordem de uma amostra de tamanho n de uma distribuicdo Normal. Os seus

valores, podem ser consultados em Tabelas proprias.

Para um nivel de significancia a (usualmente 5% ou 1%), rejeita-se HO se W

observado<W critico ou se p< o onde p representa o p-value p do teste.

2.4.2.2 Teste T para duas amostras independentes

Para comparar a distribuicéo das variaveis com distribui¢do normal utilizou-se o teste
de T [48]. Este teste testa a igualdade de médias de duas populag¢bes ou grupos, desde que

estejam verificados 0s seguintes pressupostos:

- 0s dados séo independentes
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- a variavel a comparar segue uma distribui¢cdo normal

As hipoteses a testar séo:

HO: Média de grupo 1 = Média de grupo 2 ou seja ndo ha diferencas entre a média

dos dois grupos.
H1: Média de grupo 1 # Média de grupo 2 ou seja héa diferencas entre a média dos
dois grupos.
Para grupos de tamanhos diferentes, com variancias iguais, a estatistica de teste sob
HO é dada por:
X, —X,

1 1
SX1X2' H-i_ﬁ

(n1—1)S§+(n,—1)S3

, S2 e S2 sdo variancias amostrais de cada grupo
(n1+nz-2)

Onde SX1X2 = \/

O ndmero de graus de liberdade associado a esta estatisticaé de n1+n2-2, que sob HO

segue uma distribuicédo de T-student

Para tamanhos diferentes, com variancias diferentes, a estatistica de teste é dada por:

X;—X
T — 1 2
Sg,-%,

— [SEys
onde Sz, _x, = i

0 numero de graus de liberdade associados a estatistica de teste é:

St Si
G, 7))

B L6
n, n,

—1) T (n,— D)

Para avaliar a homogeneidade das variancias utilizou-se o Teste de Levene.
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2.4.2.3 Teste de Levene [49]

As hipoteses a testar séo:
HO: As variancias populacionais sdo iguais entre grupos

H1: As variancias populacionais ndo sdo iguais entre grupos

A estatistica de teste pode ser dada por:

_(N-k) ¥k Ny(z-2)?
(k-1 gk 2?21 Ni(Zij—2;)? 1

k= n° de grupos diferentes aos quais 0s casos amostrados pertencem
Ni= n° de casos iésimo grupo

N = n° total de casos em todos 0s grupos

xij = valor da variavel medida para o j-ésimo caso do i-ésimo grupo

zi= |Xi- Xi| , Xi € a média do grupo i

A estatistica do teste W, sob HO, é aproximadamente distribuida F com (k-1) e (N-k)
graus de liberdade , testado contra F(1-a ; k-1. N-k), onde F € um quantil da distribuicéo
F, com (k-1) e (N-k) graus de liberdade e o € o nivel de significancia escolhido
(geralmente 0.05 ou 0.01).

2.4.2.4 Teste de Qui-Quadrado para variaveis categoricas

O teste de Qui-Quadrado € um teste ndo paramétrico que avalia a associagao entre

variaveis qualitativas [50].

Considere-se que as variaveis a testar, digamos X e Y, ttm a e b niveis,
respetivamente. Considere-se a Tabela de contingéncia relativa a forma como as

observacdes se distribuem nos niveis destas variaveis:
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11 I... 1b

al a... ab

As hipoteses a testar sao:
HO: As variaveis sdo independentes ou ndo estéo associadas.
H1: As variaveis ndo séo independentes ou estdo associadas.

A estatistica de teste de Qui-Quadrado é dada por:

Onde: foij = frequéncia observada na célula (i,j) da tabela de contingéncia;

feij = frequéncia esperada na célula (i,j) da tabela de contingéncia

(feij=(foi * foj)n, onde foi= X foi © foij= Zi foij

Sob HO esta estatistica segue um distribuicdo qui-quadrado com (a-1)*(b-1) graus de

liberdade

Para um nivel de significancia a, a regra de decisdo é: se y2 calculado > y? tabelado,

rejeita-se HO (ou se p< a).

2.4.2.5 Modelo de Regressao Logistica [51]

Para avaliar a capacidade de prever um acontecimento dicotomico como o da

gravidez evolutiva recorre-se a um modelo de analise multivariada que inclui todas as

varidveis descritas que numa andlise univariada sdo significativas, ao nivel de

significancia de 15% (p<0.15), utilizando um modelo de regressao logistica [52].
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2.4.2.5.1 Especificacdo do Modelo de Regresséo Logistica:

Seja Y a varidvel dependente ou variavel resposta, onde Y=1 ou Y=0. Y segue uma
distribuicdo Bernoulli de probabilidade de sucesso a. Consideremos um conjunto de
variaveis explicativas (Xi...,Xk). A probabilidade de sucesso = relaciona-se com as

- - ’ - T - ~ ~
covariaveis, através do seu logit, l°g(1_)’ resultando na seguinte equacao de regressao
—TU

logistica:

eBotB1X1+B2X2+B3 X3+ B Xy
14+eBo+tB1X1+B2X2+B3 X3+ B Xy

P(Y = 1|X) =

= (X)

B0,B1,82....Bk sdo os pardmetros que se pretendem estimar, impactando o logit da

probabilidade de sucesso de forma linear (preditor).

2.4.2.5.2 Estimacdo do Modelo de Regressdo Logistica pelo Método da Maxima

Verosimilhanca:

Seja (i, Xi,) uma amostra de n observacdes independentes da variavel resposta Y,
e do vetor de variaveis explicativas X, para i=1....,n. A varidvel Y é uma variavel
dicotémica que assume os valores 0 ou 1, que representam a auséncia ou presenca de
determinada caracteristica. Um dos métodos mais utilizados para estimar os parametros
do modelo de regressédo logistica é o método da maxima verosimilhangca. Em termos de
formulacdo matematica, este método consiste na maximizacdo de uma funcédo

denominada funcéo de verosimilhanca, cuja expressdo analitica é dada por:
_TIn Yiea _ _N1-yi
L (m) = [Tizy oy (1 — mi) ™,

B+B1X1i+B2X2i+P3X3i+  BrXki

. _ _ 0
m= P(Yi =1l Xi) - B+B1X1i+B2X2i+B3X3i+ PrXki
1+e,

Por uma questédo de simplificacédo, é usual trabalhar-se com o logaritmo da fungéo de
verosimilhanca, a funcao de log-verosimilhanca, uma vez que a aplicacdo de logaritmos

é uma transformacé&o estritamente mondtona, o que significa que o valor que maximiza a
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funcdo de verosimilhanga também maximiza o seu logaritmo. Assim, procedendo a
logaritmizacao da fungéo de verosimilhanga, vem que:

n

L(m) = In(L(m) = Y [yiIn(m) + (1 - y)ln(l — )]
i=1
A funcdo de verosimilhanca pode ser escrita em fungéo dos parametros 3 a estimar.
Maximizar L(m) consiste na determinagdo dos valores de B= (B, B4, ---, Bx) para os quais
as primeiras derivadas parciais sdo nulas e posterior averiguacdo (por analise da matriz
Hessiana) sobre se de facto estamos em presenca de um maximo da funcdo. A derivada
de L(n(B)) em ordem a 3 da-se o nome de score. A maximizacao da funcdo verosimilhanca
faz-se neste caso de forma numeérica, através do método dos scores de Fisher, ja que o
modelo de regressdo logistica ¢ um membro da familia dos modelos lineares

generalizados.

2.4.2.5.3 Interpretacdo dos coeficientes estimados:

Variaveis categodricas: Quando a variavel explicativa é medida numa escala
nominal, é necessario representa-la utilizando as denominadas variaveis dummy. Em geral
a uma variavel (medida numa escala nominal) que assume m modalidades possiveis,
correspondem m-1 varidveis dummy, desde que o modelo de regressdo contenha um termo
constante no preditor. E feita uma interpretacio dos coeficientes estimados e da razio de
chances (odds ratio) para estas variaveis. Esta razdo é dada pelo quociente entre a
probabilidade de sucesso e a probabilidade de insucesso (chance) para cada nivel da

covariavel, em relacdo a chance do nivel de referéncia.

Variaveis Explicativas Continuas: A interpretacdo do coeficiente estimado de uma
variavel explicativa continua depende, por um lado, da unidade de medida da variavel e,

por outro, da forma funcional que liga o logit a variavel em causa.

Significancia dos parametros de regressao

Para analisar a significancia individual de cada variavel, utiliza-se o seguinte teste de
hipoteses: HO: Bj =0 contra H1: Bj #0, j=0.....k

Considera-se a seguinte estatistica de teste, sob HO:
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o~

B

/ var (T};)

Demonstra-se que, sob a hipdtese nula, a estatistica T segue, assimptoticamente, uma

T =

distribuicdo Normal padréo:

~

r=—B o)

/ var (B,

A regra de teste, para um nivel de significancia a, é a seguinte: rejeitar HO se

a
IT|>Z, _a Onded)(Zl_g) =1-—
2 2 2

e ® (.) é a funclo de distribuicdo Normal. Apds fixar o nivel de significancia a=5%, ¢
também possivel utilizar o p-value associado ao valor calculado da estatistica de teste

para decidir pela rejeicdo ou ndo rejeicdo da hipotese nula.

Para se chegar ao modelo final utilizou-se um procedimento de selecdo automatico
de varidveis baseado na medida da qualidade de ajuste Akaike Information Criterion
(AIC). O AIC é uma medida de qualidade usada para selecionar um modelo estatistico
entre diversas alternativas. O AIC é uma medida de qualidade de um modelo que equilibra
a capacidade de prever novos dados e a complexidade do modelo. Quanto menor o AIC,
melhor é o modelo. O procedimento automatico de stepwise vai incluindo e retirando

covariaveis uma a uma, comparando os correspondentes AIC dos modelos.

2.4.2.5.4 Avaliacédo da qualidade de Ajustamento

O teste de Hosmer-Lemeshow [53] € um dos procedimentos mais utilizados para
avaliar a qualidade do ajustamento do modelo aos dados. Os autores sugerem que 0
intervalo [0,1] de varia¢dao de m seja dividido em s intervalos mutuamente exclusivos
(aproximadamente 10), comparando-se de seguida as frequéncias esperadas e as

frequéncias observadas em cada grupo. A hipotese a testar foi que o modelo encontrado
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explica bem os dados. A estatistica de teste € obtida pela estatistica de Qui-quadrado de
Pearson, a partir de uma Tabela 2 * g, onde g é o nimero de grupos criados. Esta Tabela

contém as frequéncias observadas e esperadas.

A estatistica de teste é dada por:

27 —v9  OkKTY) o Ho 2
X HL Zk:lnkﬁk(l_ﬁk) Xg—z

Onde,

nk- € o nimero de individuos no k-ésimo grupo

Cly
i=1

€ 0 numero de respostas ao longo das C’k classes de variaveis

A regra de teste, € para um nivel de significancia o, ndo rejeitar HO se p> a

2.4.2.6 Correlacéo [48]

O coeficiente de correlacdo de Pearson mede o grau de correlacdo entre duas
varidveis de escala, variando entre -1 e 1. O coeficiente pode ser calculado através da

seguinte férmula:

=i = N —-» _ _ cov(X,Y)
Jvar(X).var(Y)

\/ i=1(Xi — X) -\/Z?=1(yi -
Onde X1 X2...., Xne Y1, Y2..., Yn s80 valores medidos de ambas as variaveis e
e X= % D X ey = % 2=, y; sd0 médias aritméticas de ambas as

variaveis

e cov (X,Y) é a covariancia entre as variaveis

o Jvar(X)e Jvar(Y) sdo os desvio padrdo das variaveis
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O coeficiente de correlacdo de Spearman é uma medida ndo paramétrica da
dependéncia dos postos das variaveis. Para uma amostra de tamanho n, os n dados brutos
Xi e Yiséo convertidos em ordenagdes (ranks) rg X; e rgY;originando o coeficiente rs a
partir da sua correlacéo:

_— _ cov (rgX,rgY)
s= PrexrgY = orgX,orgY

Em que:

. p denota o usual coeficiente de correlagdo de Pearson, mas aplicado as ordenagdes

das variaveis em postos.
. cov (rgx,rgy) € a covariancia das ordenagdes das variaveis em postos

. ofgx € ofgy Sa0 0s desvioa padrdo das ordenagdes das variaveis em postos

Considerou-se uma correlacdo forte para valores obtidos entre [0.7.1.0], moderada
entre [0.5.0.7[, fraca entre [0.3.0.5[ e insignificante abaixo de 0.3.

2.4.2.7 Modelo de regressado gama [51]
Este tipo de modelo é adequado para dados continuos nao negativos, assimeétricos.

Considere-se que a varidvel resposta de interesse segue uma distribuicdo Gama de
média u,

\%
Y ~ Gama (v, m )
No modelo de regressdo Gama esta média relaciona-se com as covariaveis como:

H=exp ((Bo + B1X1, ) BnXn)

Este modelo pertence a classe de modelos lineares generalizados e pode escrever-se
como:

Yi=exp (X"B)&i,i=1....,n, &~ Gama (v, v /W), independentes
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A estimacdo é feita por maxima verosimilhanga, numericamente como no caso do
modelo de regressdo logistica. A interpretacdo dos seus coeficientes e o teste a sua
significancia séo feitos como em qualquer outro modelo linear generalizado. A qualidade
do ajuste do modelo recorre a funcédo desvio.

Neste trabalho, o nivel de significancia utilizado sera a =5%
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacdo inicial dos dados

Foram incluidos 679 ciclos de transferéncia de embrides congelados. A amostra
incluia dois grupos, um que foi submetido a tratamento adicional com didrogesterona,

181 casos (26.7%), enquanto 498 (73.3%) tiveram o tratamento considerado habitual.

Verificaram-se 437 casos de gravidez (64.4%- 64,9% no grupo sem DYD e 63% no
grupo com DYD). Destes 292 (43% do total) foram de gravidez evolutiva (44,0% no
grupo sem DYD e 40,9% no grupo com DYD) (Figura 3).

Resultados Globais

100%
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50%
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20%
10%

0%

Resultado global

B Gravidez Evolutiva B Gravidez Bioquimica B Sem gravidez

Figura 3 - Resultados globais

3.2 Avalia¢dao sumaria dos dados

Variaveis continuas
A Tabel 2 descreve a distribuicdo das variaveis continuas do estudo.
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A idade média das mulheres no dia da transferéncia foi de 34.7 anos, com desvio

padrdo de 3.98, mediana de 35 e amplitude inter-quartil (AIQ) de 6. A idade média na

altura da colheira dos ovdcitos foi semelhante, 34 anos, com desvio padrdo de 3.96,

mediana de 34 e amplitude inter-quartil de 6.

Tabela 2 - Distribuicdo das variaveis continuas

Média | Mediana | PVI0 | Minimo | Maximo | AmPplitude
Padréo inter-quartil
Idade na TEC 34.74 35.00 3.98 21.00 43.00 6.00
Espessura endometrial 9.74 9.70 1.77 6.00 16.10 2.60
P4 transferéncia 14.38 13.90 457 4,20 32.30 6.20
Duracéo de infertilidade 61.27 53.00 30.89 12.00 180.00 32.00
Idade na colheita 33.96 34.00 3.96 21.00 39.00 6.00
Peso Mulher 65.03 62.00 13.09 41.00 115.00 14.00
Altura da mulher 162.83 163.00 6.62 146.00 184.00 10.00
IMC da mulher 24.56 24.00 4.85 14.00 43.00 6.00
Idade homem 36.45 36.00 5.24 24.00 58.00 6.00
Peso homem 81.63 80.00 14.23 53.00 142.00 17.00
IMC do homem 26.54 25.00 5.26 16.00 112.00 5.00
Ovulos recolhidos 15.39 14.00 8.19 2.00 43.00 11.00
6vulos utilizados 14.27 13.00 7.58 2.00 43.00 11.00
2PN 9.62 8.00 5.52 1.00 30.00 7.00
Idade da Mulher na colheita
IS
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Figura 4- Histograma com a distribuicdo observada da idade da Mulher na colheita
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O histograma da Figura 4 mostra que a idade da mulher no dia da colheita se distribui

de uma forma assimétrica, sendo que a maioria tem idade entre 33 e 39 anos.

O boxplot e histograma da Figura 5 mostram a distribuicdo da progesterona no dia
da colheita. A distribuicdo tem uma forma de sino, de cauda direita um pouco mais
pesada, com mediana afastada da média (13.9 versus 14.4 ng/ml), com desvio padrdo de
4.56. O valor minimo identificado foi 4.20 ng/ml e 0 maximo de 32.30 ng/ml. 1° primeiro
quartil 11.15 ng/ml e 0 3° 17.25 ng/ml, revelando algum grau de assimetria.

Foi aplicado o teste de Shapiro Wilk para avaliagdo da normalidade desta variavel,
que obteve um p-value <0.001. o que rejeita a hipdtese da amostra ser proveniente de uma
distribuicdo normal. Testou-se de seguida a possibilidade desta variavel ser proveniente
de uma distribuicdo gama. Para isso recorreu-se ao teste de Kolmogorov-Smirnov e
obteve-se um p-value>0.05, pelo que néo se rejeitou a hipotese da amostra desta variavel

ser proveniente de uma distribuicdo gama.

Variagéo dos valores de progesterona no dia da transferéncia de embrides
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Figura 5- Boxplot e histograma com a distribui¢cdo do valor da progesterona do dia da colheita

33



Variaveis categoricas

A Tabela 3 mostra a distribuicdo das variaveis categoricas.

Tabela 3 - Distribuigdo das variaveis categoricas

n %
Dia da transferéncia
Blastocisto 5° dia 567 84%
Blastocisto 6° dia 112 16%
N° de embrides transferidos
1 embrido 536 79%
2 embribes 143 21%
Ciclo diferido
Ciclo néo diferido 108 16%
Ciclo diferido 571 84%
Mulher com filhos
N&o 587 86%
Sim 92 14%
Homem com filhos 679
Né&o 581 86%
Sim 98 14%
Adicéo de didrogesterona
Sem adigdo de didrogesterona 498 73%
Com adicdo de didrogesterona 181 27%
Etnia da mulher
Asiética 3 0%
Caucasiana 584 86%
Cigana 18 3%
Indiana 1 0%
Mista 39 6%
Negra 33 5%
Outra 1 0%
Etnia do homem
Asiatica 4 1%
Caucasiana 598 88%
Cigana 18 3%
Mista 38 6%
Negra 21 3%
Causa de infertilidade
Endometriose 53 8%
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Fator Masculino 194 29%
Fatores femininos e masculino 85 13%
Infertilidade Inexplicada 161 24%
gz:gsil\(/):mente femininofsa ores 27 4%
Outro 5 1%
Ovulatoério 68 10%
Tubario 86 13%
Tipo de fecundacao

FIv 420 62%
ICSI 236 35%
Misto FIV/ICSI 23 3%

Habitos Tabagicos da Mulher

Anteriores 132 19%
Nunca 395 58%
Presentes 152 22%
Habitos Tabégicos do

Homem

Anteriores 142 21%
Nunca 292 43%
Presentes 245 36%

Tabela 4 - Distribuigdo das variaveis categoricas reclassificadas

n %

Idade na colheita

<35 anos 344 51%
35-37 anos 176 26%
38-39 anos 159 23%
Etnia da mulher

Caucasiana 584 86%
N&o caucasiana 95 14%
Etnia do homem

Caucasiana 598 12%
Na&o caucasiana 81 88%

Relativamente a etnia do homem e da mulher optou-se por sub-classificar a variavel
em etnia caucasiana versus ndo caucasiana por haver poucas observagdes nas varias etnias
ndo caucasianas. Uma vez que o resultado esperado dos tratamentos pode variar com a
idade da colheita da mulher de uma forma assimétrica, sendo relativamente constante até
aos 35 anos e diminuindo de forma mais abrupta apds os 35, optou-se por reclassificar
esta variavel (
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e Figura 6- Distribuicdo da idade das mulheres no dia da colheita- boxplot e sub-
classificacéo da variavel).
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Figura 6- Distribui¢do da idade das mulheres no dia da colheita- boxplot e sub-classificagdo da varidvel

3.3 Matriz de correlagoes

Foi feita uma matriz de correlacbes entre os valores observados das diferentes
variaveis. Para avaliar a correlacdo entre varidveis continuas utilizou-se o coeficiente de
correlacdo de Pearson e entre varidveis continuas e categdricas ou entre variaveis

categoricas utilizou-se o coeficiente de Spearman.

Considerou-se uma correlacdo absoluta forte ou muito forte entre |0.7-1.0]; moderada
entre |0.5-0.7|; fraca entre |0.3-0.5| e insignificante no caso de um valor inferior. Na
Tabela 5 sdo demonstradas as correlagdes forte, moderadas e fracas e respetivo nivel de

significancia do teste associado.

Verificou-se uma correlagédo fortemente positiva entre a idade da mulher na colheita
e a idade na transferéncia, entre o peso da mulher e o seu IMC, entre 0 nimero de 6vulos

colhidos, o nimero de 6vulos utilizados e o numero de embrides (Figura 7).

Estas correlagdes sdo esperadas, uma vez que a transferéncia de embrides congelados
ocorre frequentemente apds a colheita. O nimero de embrides obtidos esta associado ao

ndmero de évulos utilizados e este ao nimero de 6vulos obtidos.
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Tabela 5- Matriz de Correlagfes- variaveis continuas

** A correlagdo € significativa no nivel 0.01 (2 extremidades).

*. A correlagao é significativa no nivel 0.05 (2 extremidades).

correlacdo moderada |0.5-0.7|

correlacao fraca |0.3-0.5|
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Idade na TEC 4157 ,310
Idade na colheita AT ,349™
Peso Mulher
IMC mulher
Idade homem 415 AT
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Tabela 6- Matriz de correlagdes Il

Idade na
TEC

Ciclo
diferido

P4
transferéncia

Idade na
colheita

Idade
homem

Dose de
gonadotrofinas

2PN

Ordem da
TEC

N° Embrides
transferidos

Gravidez
bioquimica

Gravide
Evolutiva

homem
tem filhos

Etnia rec
mulher

Etnia rec
homem

Ordem
TEC

idade_colheita

Idade na TEC

Espessura
endometrial

Ciclo diferido

P4
transferéncia

Idade na
colheita

Idade homem

311>

,337%*

Dose de
gonadotrofinas

,355**

2PN

,312%*

Ordem da TEC

,312**

,342%*

Dia de
transferéncia

.

N° Embrides
transferidos

,342%*

,357**

gravidez
bioquimica

,648**

Gravidez
evolutiva

,648**

homem tem
filhos

,311**

Didrogesterona

-,666**

Etnia rec
mulher

,624%*

Etnia rec
homem

Ordem TEC

idade_colheita -

,337**

,355**

,624>**

** A correlagdo é significativa no nivel 0.01 (2 extremidades).
*. A correlagdo é significativa no nivel 0.05 (2 extremidades).

correlacdo moderada |0.5-0.7|

correlacao fraca |0.3-0.5|
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Boxplot de n° ovulos recolhidos, utilizados e n° de embriées obtidos
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Figura 7- Boxplot com o n° ovulos recolhidos, utilizados e n°® de embrides obtidos (2PN)

A titulo ilustrativo na Figura 8 pode verificar-se a relacdo entre a idade da mulher e
0 numero de ovacitos obtido. Por outro lado, o peso é uma das variaveis que determina o

IMC pelo que a relagéo entre as duas é esperada.

Verificou-se contudo, uma correlacdo moderadamente positiva entre 0 peso do
homem e o seu IMC. Verificaram-se correlagcdes fracamente positivas entre as idades da
mulher na colheita e transferéncia e a idade do homem, entre a idade da mulher e as doses
de gonadotrofinas. Verificou-se uma correlacdo moderadamente negativa entre o peso do
homem e a altura e entre o uso de gonadotrofinas e o n°® de 6vulos obtidos, utilizados e
embrides conseguidos. Normalmente em mulheres mais velhas, a reserva ovarica é menor
pelo que se utilizam maiores doses de gonadotrofinas e obtém-se menor n° de ovacitos,

obtendo-se uma menor quantidade de embriGes.

Para correlacéo entre variaveis continuas e categoricas ou entre variaveis categoricas,

utilizou-se o coeficiente de Spearman (Tabela 6).

Verificou-se uma correlagdo moderadamente negativa entre os valores de
progesterona e uso de didrogesterona (-0.666) explicada porque a didrogesterona foi
utilizada nos casos com niveis de progesterona menores. Verificou-se também uma
correlagdo moderadamente positiva entre gravidez bioquimica e evolutiva (0.648). Esta

relacdo € esperada uma vez que gravidez evolutiva é um subconjunto de gravidez
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bioquimica. Também se verificou uma relagdo moderadamente positiva entre a etnia do
homem e da mulher quando sub-classificada (0.624), provavelmente porque 0s casais

terdo uma preferéncia no relacionamento por parceiros etnicamente semelhantes.

Relacédo entre a idade da mulher na colheita e o n° de ovécitos
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Figura 8 Relagdo entre a idade da mulher na colheita e o n° de ovécitos obtidos

Relativamente a correlacbes fracamente positivas: entre a idade do homem na
colheita e o facto de ter filhos (0.311) ou a idade da mulher na colheita (0.337), entre a
ordem da transferéncia e o nimero de embribes (0.311) - explicada pelo facto de que
casos com menos embries terdo acesso a menos transferéncias; entre o nimero de
embribes e 0 numero de embrides transferidos (0.342) e a ordem de transferéncia.

Insucessos prévios normalmente levam a transferéncias multiplas subsequentes.

3.4 Fatores que influenciam valor de progesterona:

Uma das questBes de investigacdo procurava encontrar quais das variaveis analisadas
poderiam ajudar a explicar o valor de progesterona medido. Através da matriz de
correlagdes conseguimos observar que apenas o peso e o IMC parecem associadas a sua
variabilidade (-0.233 e -0.232). No entanto apesar destas correlagbes serem

estatisticamente significativas, a correlacdo é fraca.
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Para averiguar mais profundamente esta questdo criaram-se varios modelos de
regressdo, com as variaveis: idade da mulher na transferéncia, mulher fumadora,
espessura do endométrio, fator de infertilidade, etnia da mulher agrupada, peso, altura da

mulher e se a mulher ja teve filhos, para explicar a variavel resposta valor de progesterona.

Testou-se 0 modelo considerando uma distribuicdo normal e uma distribui¢do gama.
O modelo que mostrou melhor desempenho, foi o que considerou a distribuicdo gama
para a variavel resposta. Tal como foi expresso no ponto 3.1 a distribuicdo gama adequa-

se aos dados.

A qualidade do ajuste foi adequada com um p-value do teste a qualidade baseado
na funcdo desvio >0.05. Com este modelo, apds Stepwise obteve-se um valor de AIC
3918.

Através da avaliacdo do grafico dos residuos observados contra os valores
preditos, verificou-se uma dispersdo importante, apesar de ser relativamente simétrica e
controlada nos seus valores. (Figura 9A).

Avaliou-se de seguida os valores potencialmente influentes e efetivamente
influentes (Figura 9B). Este gréfico identifica as observagdes com maior distancia de
Cook. Em todos os casos a distancia foi inferior a 0,05 pelo que para avaliacdo do modelo
final se optou por manter todos os dados.
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Figura 9A- Gréfico de residuos contra valores ajustados e residuos padronizados contra valores preditos:
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Figura 9B- Grafico que revela os valores efetivamente influentes

A tabela 7 mostra os coeficientes obtidos no modelo final.
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Tabela 7- Resultado da regressdo gama: fatores que influenciam o valor de progesterona

Intervalo Ho: ;=0 vs

confianga 95% | M1 Bi#0

estimado |inferior | superior | p-value

(Intercept) 11.38 6.25 20.71 <0.001
Idade na TEC 1.01 1.00 1.01 <0.05
Etnia caucasiana 0.91 0.85 0.97 <0.01
Peso Mulher 0.99 0.99 1.00 <0.001
Altura Mulher 1.00 1.00 1.01 <0.05

Com base nos valores obtidos considerou-se que as variaveis idade no dia da

transferéncia, etnia, peso e altura ajudam a explicar a variacdo da progesterona (tabela 7).

O gréfico abaixo (Figura 10) permite apreciar de que modo os valores de

progesterona preditos podem variar considerando o peso e a etnia.

Relacdo entre peso e valor de Progesterona

“alor de Progesterona
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1
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1
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Figura 10 - Variacdo do nivel de progesterona de acordo com o peso e a etnia
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3.5 Analise Univariada para o desfecho final-

gravidez evolutiva:

Avaliaram-se quais as variaveis que de forma individual se poderdo associar ao

resultado primario gravidez evolutiva. Comparam-se as medias das variaveis continuas

relativas a cada grupo de gravidez evolutiva através do teste t-Student (Tabela 8). A
homogeneidade das variancias foi avaliada recorrendo ao teste de Levene.

Tabela 8- Analise Univariada para o desfecho final- gravidez evolutiva- comparagéo entre

variaveis continuas

Sem gravidez evolutiva

Com gravidez evolutiva

Média Desvio padrao Média Desvio padrao p-value
Idade na TEC 35.0 4.0 34.4 3.9 0.067
Espessura endometrial 9.5 1.6 10.1 19 <0.001*
P4 trasnferéncia 14.4 4.7 14.3 4.4 0.752
Duracéo de infertilidade 62.3 31.8 60.0 29.7 0.343
Idade na colheita 34.3 4.0 33.5 3.9 0.013
Peso Mulher 64.8 12.7 65.3 13.6 0.645
Altura da mulher 162.5 6.6 163.3 6.6 0.119
IMC da mulher 24.6 4.9 245 4.8 0.792
Idade homem 36.7 54 36.2 5.0 0.206
Peso homem 81.3 13.3 82.1 15.3 0.430
Altura homem 175.5 8.5 175.8 6.9 0.605
IMC do homem 26.5 5.8 26.5 4.4 0.974
Dose de gonadotrofinas 2592 812 2503 787 0.149
Ovulos recolhidos 14.9 8.0 16.0 8.4 0.082
6vulos utilizados 13.9 7.6 14.8 75 0.107
2PN 9.3 54 10.0 5.6 0.123

e P<0,05 no teste de Levene

Nas variaveis continuas analisadas verificou-se uma diferenca estatisticamente

significativa na espessura do endométrio, que foi maior pacientes que tiveram gravidez

evolutiva (em média, mais 0.6mm) e na idade da mulher aquando da colheita de ovocitos

(em média, menos 0.8 anos).

Relativamente as varidveis categoricas (Tabela 9) verificou-se uma diferenca

estatisticamente significativa para o dia da transferéncia favoravel ao 5° dia (45% versus
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32%), para transferéncias de 2 versus 1 embrido (51% versus 41%) e para a idade da
mulher no dia da colheita, favoravel ao grupo com idade <35 anos (48% versus 42%
versus 33%).

Tabela 9 - Analise Univariada para o desfecho final- gravidez evolutiva- comparacédo
entre variaveis categoricas (Teste Qui-quadrado)

o | g | e
Dia da transferéncia
Blastocisto 5° dia 567 257 45% 0.012
Blastocisto 6° dia 112 36 32%
N° de embribes transferidos
1 embrifio 536 220 41%
2 embrides 143 73 51% 0.032
Ciclo diferido
Cfclo néo o-ln‘erldo 108 42 39% 0.342
Ciclo diferido 571 251 44%
Mulher tem filhos
N-éo 587 253 43% 0.946
Sim 92 40 43%
Homem tem filhos
N-éo 581 251 43% 0.949
Sim 98 42 43%
Adicgéo de didrogesterona
Sem adicéo de didrogesterona 498 219 44% 0.472
Com adico de didrogesterona 181 74 41%
Etnia da mulher
Caucasiana 584 250 43% 0.657
Nao caucasiana 95 43 45%
Etnia do homem
Cauca5|ana- 598 257 43% 0.802
N4o caucasiana 81 36 44%
Causa de infertilidade
Multiplos factores femininos 171 68 40%
Fator masculino 194 84 43%
Fatores feminino e masculino 85 34 40% 0.599
Infertilidade inexplicada 161 73 45%
Fator ovulatério 68 34 50%
Tipo de fecundacéo
FIV 420 183 44%
ICSI 236 100 42% 0.956
Misto FIV/ICSI 23 10 43%
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Habitos Tabéagicos da Mulher
Anteriores 132 54 41%
Nunca 395 173 44% 0.843
Presentes 152 66 43%
Habitos Tabéagicos do Homem
Anteriores 142 69 49%
Nunca 292 125 43% 0.29
Presentes 245 99 40%
Ordem TEC
1 439 183 42%
2 179 87 49% 0.193
3 ou mais 61 23 38%
Idade na colheita
<35 anos 344 166 48% 0.007
35-37 anos 176 74 42%
38-39 anos 159 53 33%

As Figuras 11,12 e 13 ilustram de forma grafica estes aspetos.

Taxa de gravidez evolutiva de acordo com o dia de chegada a

blastocisto (p<0.05)
50% 45%

40%

32%

30%

20%

10%

0%
Blastocisto 52 dia Blastocisto 62 dia

Figura 11- Taxa de gravidez evolutiva de acordo com o dia de chegada a blastocisto
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Taxa de gravidez evolutiva de acordo com o n2 de embrides

trasnferidos (p<0.05)
60%

51%

50%

41%

40%
30%
20%
10%

0%
1 embrido 2 embriGes

Figura 12- Taxa de gravidez evolutiva de acordo com o n° de embrides transferidos

Taxa de gravidez evolutiva de acordo com classe etdria na colheita
(p<0.01)

60%

50% 48%
42%

40%

’ 33%
30%
20%

10%

0%
<35 anos 35-37 anos 38-39 anos

Figura 13- Taxa de gravidez evolutiva de acordo com a classe etéria da colheita

3.6 Estimacaio de um Modelo de Regressao
Logistica Multivariado para determinacdao de

gravidez evolutiva

Para a estimacdo do modelo de analise multivariada para determinacdo de gravidez
evolutiva foram consideradas as varidveis que na analise univariada apresentaram
p<0.150 (no teste-t para variaveis continuas e teste Qui-quadrado para categoricas): Idade
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na TEC (p=0.067) , Idade na colheita (p=0.013), Espessura endometrial (p<0.001), Dose
de gonadotrofinas (p=0.149), Ovulos recolhidos (p=0.082), 6vulos utilizados (p=0.107),
2PN (p=0.123), Dia da transferéncia (p=0.012) , N° de embrides transferidos (p=0.032) e
idade na colheita-categorizada (p=0.07). Uma vez que o uso de didrogesterona e 0s
valores de progesterona eram o foco deste trabalho, a variavel uso de didrogesterona foi

adicionada.

Atendendo aos valores de correlacdo muito forte entre algumas das variaveis, o
modelo final de regresséo foi construido com: Idade na colheita, Espessura endometrial,
Dose de gonadotrofinas, Ovulos recolhidos, Dia da transferéncia, N° de embrides

transferidos e Uso de didrogesterona.

Para se chegar ao modelo final utilizou-se um procedimento de sele¢do automatico
de variaveis baseado na medida da qualidade de ajuste AIC. Recorrendo ao teste de Qui-
Quadrado avaliou-se a distribuicdo dos desvios residuais. O resultado obtido, foi p<0,001,
rejeitando a hip6tese de um bom ajuste, com um valor de AIC de 903.38. Avaliou-se de
seguida os valores potencialmente influentes e efetivamente influentes (Figura 14). Este
gréfico identifica as observacGes com maior distancia de Cook. Em todos os casos a
distancia foi inferior a 0,05 pelo que para avaliacdo do modelo final se optou por manter

todos os dados.

Para avaliar a qualidade do modelo em termos preditivos recorreu-se ao teste de
Hosmer e Lemeshow, que resultou num p<0.05, pelo que apesar das varidveis
estatisticamente significativas incluidas no modelo, este ndo se revelou um bom preditor

de gravidez evolutiva.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 10) é possivel concluir que o aumento
da idade da mulher na colheita, uma medida de endométrio menor, o dia de chegada a
blastocisto em dia 6 e a transferéncia de apenas um embrido se relacionam

significativamente com o desfecho final de gravidez evolutiva, de forma negativa.
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Gréfico com as distancias de Cook

o Cook's distance
g
o 163
I 427 548
g 3
§ o
o
5 _
¢ 5
g & -
0 o
[am]
[an]
S 4
o | | T | T | | |
0 100 200 300 400 500 600 700

Obs. number
glm(Evol ~ femaleageatpickup + Endometrium + Transferday + nembryostransfer ...

Figura 14- Figura 9B- Gréfico mostrando os valores efetivamente influentes

Tabela 10- Resultado da estimagdo do Modelo Multivariado para determinacdo de gravidez
evolutiva

IIC 95%|

Limite Limite | p-value
Parametro Odds -ratio inferior superior
Intercept 0.48 0.09 2.48
Idade na colheita 0.95 0.91 0.99 <0.01
Espessura endometrial 1.20 1.09 1.31 <0.001
Blastocisto de 6° dia 0.56 0.36 0.86 <0.01
2 embrides transferidos 1.63 1.12 2.39 <0.05

Os graficos (Figura 15) ajudam a demonstrar o impacto da transferéncia de um ou
de dois embrides ou do dia da transferéncia no resultado final. A taxa de gravidez é cerca
de 10-15% superior no caso de embrides de dia 5, semelhante ao que acontece quando se
transferem 2 embrides.
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Figura 15- Relagéo entre a idade, o n° de embrides transferidos, o dia de chegada a blastocisto e a taxa de
gravidez evolutiva

3.7 Analise de sensibilidade para os valores de

progesterona

Tal como foi expresso na introducéo, trabalhos prévios sugerem que valores menores
de progesterona no dia TEC, ndo corrigidos (neste trabalho foram corrigidos com
didrogesterona) estdo associados a um pior resultado, sendo que a literatura consultada é
divergente no que diz respeito ao impacto na taxa de gravidez evolutiva com valores de
progesterona mais altos. Assim sendo é importante avaliar as taxas de gravidez evolutiva

de acordo com a distribuicao dos valores de progesterona.
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Para esta analise de sensibilidade, os dados foram divididos em 5 grupos de acordo
com os niveis de progesterona (Figura 16) e fez-se uma analise da taxa de gravidez

evolutiva por quintil.

N&o parece verificar-se uma tendéncia nos resultados, ainda que através de uma
analise visual grosseira possa parecer que os grupos com valores de progesterona entre
[10.5.12.8[ apresentem uma menor taxa de gravidez, de gravidez evolutiva e uma maior

taxa de aborto (Tabela 11 e Figura 17).
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0-0.2 02-04 0.4-06 0.6-0.8 0.8-1

Percentis da probabilidade estimada de gravidez evolutiva

Figura 16- Distribuicdo dos valores de progesterona de acordo com a segmentagdo por 5 percentis

Tabela 11 - Resultados observados de acordo com o valor de progesterona no dia da TEC

Valores de Taxa de gravidez | Taxa de gravidez Taxa de Aborto
Progesterona bioguimica evolutiva
[4.2-10.4] 64% 44% 31%
[10.5.12.8[ 59% 35% 41%
[12.9-14.9] 70% 50% 29%
[15.0.18.0[ 65% 46% 29%
[18.1.32.3] 63% 40% 36%
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Figura 17- Taxa de gravidez evolutiva de acordo com o valor de progesterona no dia da TEC

3.8 Comparacao dos resultados entre pacientes
que  utilizaram ou ndo  utilizaram

didrogesterona

Este era um dos objetivos priméarios do trabalho. Ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas no que diz respeito a gravidez evolutiva entre pacientes

que utilizaram ou ndo didrogesterona (Tabela 12 e Figura 18).

Tabela 12 - Comparacéo entre 0s grupo com e sem adi¢do de didrogesterona. Teste Qui-

quadrado
n Taxa de gravidez Taxq de grawglez Taxa de Aborto
gravidez evolutiva
% p-value % p-value % p-value
Com didrogesterona | 181 63% 41% 35%
i 0.652 0.485 0.565
Sem didrogesterona | 498 65% 44% 32%
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Comparacao de ciclos com ou sem uso de
didrogesterona

70% 63% 65%
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50% 44%
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Taxa de gravidez Taxa de gravidez evolutiva Taxa de Aborto

B com didrogesterona B sem didrogesterona

Figura 18- Comparagdo de ciclos com ou sem uso de didrogesterona

As diferentes variaveis foram comparadas entre os dois grupos (Tabela 13 e 14).
Identificaram-se diferencas estatisticamente significativas entre ambos. O grupo com
adicdo de didrogesterona tinha pacientes mais novas no dia da transferéncia (34.2 versus
34.9 anos), menor valor de progesterona (9.3 versus 16.2 ng/ml), maior peso (68.7 versus
63.7 kg), IMC superior, homens mais baixos e maior percentagem de homens que nunca
fumaram. E importante referir que o critério para utilizar didrogesterona foi um valor de
progesterona menor e que estas variaveis estao relacionadas com o valor de progesterona
e explicam as diferencas encontradas. Na comparacdo entre varidveis categoricas
verificaram-se diferencas nos habitos tabagicos dos homens. Nenhuma destas variaveis

se relacionou com desfecho na regressdo multivariada apresentada acima.
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Tabela 13 - Comparacéo dos resultados entre pacientes que utilizaram ou ndo utilizaram
didrogesterona- variaveis continuas (Teste t-Student).

Sem adicéo de Com adicdo de
didrogesterona didrogesterona
media |mediana|Desvio padrdo| media |mediana|Desvio padrdo| p-value
Idade na TEC 349 | 36.0 3.77 342 | 35.0 4.45 ,034
Espessura endometrial | 9.7 9.7 1.76 9.8 9.7 1.78 ,692
P4 trasnferéncia 16.2 | 154 3.80 9.3 9.6 1.95 <0,001
Duracéo de infertilidade| 60.1 | 51.0 30.46 64.4 | 60.0 31.91 ,110
Idade na colheita 341 | 350 3.79 335 | 34.0 4.37 ,087
Peso Mulher 63.7 | 62.0 12.34 68.7 | 65.0 14.37 <0,001
Altura da mulher 162.7 | 163.0 6.41 163.2| 163.0 7.19 ,399
IMC da mulher 24.1 | 23.0 4.58 258 | 24.0 5.34 <0,001
Idade do homem 36.3 | 36.0 4.85 36.8 | 37.0 6.17 277
Peso do homem 82.0 | 80.0 14.60 80.5 | 80.0 13.12 214
Altura do homem 176.1| 176.0 6.60 1745| 174.0 10.59 ,025
IMC do homem 26.4 | 25.0 4.19 26.8 | 26.0 7.46 ,360
Dose de gonadotrofinas [2578.3| 2475.0 803.57 2485.1| 2250.0 794.36 ,181
Ovulos recolhidos 153 | 14.0 8.23 15.7 | 15.0 8.09 ,607
ovulos utilizados 14.2 | 13.0 7.63 146 | 14.0 7.45 ,548
2PN 9.6 8.0 5.55 9.7 8.0 5.47 ,888
Tabela 14 - Comparag&o entre pacientes que utilizaram ou n&o utilizaram didrogesterona-
variaveis categoricas (teste de Qui-Quadrado).
sem adicdo de com adicdo de
didrogesterona didrogesterona
n total n % n % p-value
Dia da
trasnferéncia
Blastocisto5* 1 567 415 83% 152 |
g’ifsm‘:ism 6° 112 83 17% 29 16% '
N° de embrides
trasnferidos
1 embrido 536 400 80% 136 75% 0.166
2 embrides 143 98 20% 45 25%
Ciclo diferido
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sem adicdo de
didrogesterona

com adicdo de
didrogesterona

n total n % n % p-value
Ciclo ndo 108 79 16% 29 16%
diferido 1
Ciclo diferido 571 419 84% 152 84%
Mulher tem
filhos
Nao 55 437 88% 150 83% 0.127
Sim 3 61 12% 31 17% '
Homem tem
filhos
Nao 581 429 86% 152 84% 0.462
Sim 98 69 14% 29 16% '
Etnia da
mulher
Caucasiana 584 426 86% 158 87% 0.618
N&o caucasiana 95 72 14% 23 13% '
Etnia do
homem
Caucasiana 598 441 89% 157 87%
0.506
N&o caucasiana 81 57 11% 24 13%
Causa de
infertilidade
Multiplos
factores 171 124 25% 47 26%
femininos
Fator masculino 194 144 29% 50 28%
Fatores
feminino e 85 61 12% 24 13% 0.534
masculino
Infertilidade 161 124 2506 37 20%
inexplicada
Fator ovulatério 68 45 9% 23 13%
Tipo de
fecundagéo
FIv 420 298 60% 122 67%
ICSI 236 181 36% 55 30% 0.166
Misto FIV/ICSI 23 19 4% 4 2%
Habitos
Tabagicos da
Mulher
Anteriores 132 97 19% 35 19%
Nunca 395 285 57% 110 61% 0.614
Presentes 152 116 23% 36 20%
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sem adicdo de com adicdo de
didrogesterona didrogesterona
n total n % n % p-value

Haébitos
Tabagicos do
Homem
Anteriores 142 118 24% 24 13%
Nunca 292 203 41% 89 49% 0.010
Presentes 245 177 36% 68 38%
Ordem TEC
1 439 328 66% 111 61%
2 179 131 26% 48 27% 0.203
3 ou mais 61 39 8% 22 12%
Idade na
colheita
<35 anos 344 244 49% 100 55%
35-37 anos 176 136 27% 40 22% 0.29
38-39 anos 159 118 24% 41 23%

3.8.1 Sub-grupo de progesterona 10-12.5 ng(dl):

A analise de sensibilidade feita através de uma analise visual sugeriu que 0 grupo
com valores de progesterona entre [10.5.12.8] podera apresentar uma menor taxa de

gravidez, de gravidez evolutiva e uma maior taxa de aborto.

Quando comparamos o grupo percentil 20-40 ([10.5.12.8[) contra todos 0s outros
com o teste de Qui-Quadrado, verificamos que o0s resultados ndo séo estatisticamente
diferentes para p<0.05. apesar de uma tendéncia para um pior resultado sobretudo para

gravidez evolutiva (Tabela 15 e Figura 19).

Tabela 15 - Comparacéo entre o grupo com progesterona [10.5.12.8] e os restantes (teste
de Qui-quadrado)

N Taxa de aravidez Taxa de gravidez Taxa de
g gravidez evolutiva Aborto
% p-value % |p-value % | p-value
546 | 66% 45% 33%
Restantes 0.190 0.051 °| 0.145
[10.5.12.8] 133 | 59% 36% 41%
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Comparacgado entre o grupo com progesterona [10.5.12.8[ e os restantes

70% 66%
59%
60%
50% 45%
41%
40% 36%
33%
30%
20%
10%
0%
Taxa de gravidez Taxa de gravidez evolutiva Taxa de aborto

M Restantes m[10.5,12.8[

Figura 19- Comparacéo das taxas de gravidez evolutiva entre o grupo com progesterona [10.5.12.8] e os restantes (teste
de Qui-quadrado)

Do ponto de vista temporal, entre Junho de 2020 e Dezembro de 2020 as pacientes
com niveis de progesterona inferiores a 10.0 ng/ml foram suplementadas com
didrogesterona. No entanto apos janeiro de 2021 a suplementacao alargou-se até niveis
de 12.5ng/ml.

Por este motivo decidiu-se avaliar os resultados das pacientes com niveis de
progesterona entre 10.0ng/ml e 12.5ng/ml de acordo com a administragdo ou ndo de

didrogesterona.

Identificaram-se 132 casos pertencentes a este intervalo, 58 sem adicdo de
didrogesterona e 74 com. Como se pode verificar através da Tabela 16, ndo se verificaram
alteraces estatisticamente significativos, no teste de Qui-Quadrado. Os resultados podem

ser visualmente comparados na Figura 20.
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Tabela 16 - Resultados comparativos entre o0 grupo com e sem uso de didrogesterona no
intervalo [10.12.5 ng/ml[ (teste de Qui-Quadrado)

Taxa de gravidez
Taxa de gravidez
gravidez evolutiva Taxa de Aborto
n % p-value % p-value | % |p-value
Sem adicdo de
didrogesterona 58 53% 38% 29%
0.489 0.865 0.464

Com adicdo de
didrogesterona 4 59% 36% 39%

Comparacao entre o grupo com e sem uso de didrogesterona no
intervalo [10.12.5 ng/ml[

70%

59%

60%

53%
50%
39%
29%
30%
20%
10%
0%
Gravidez bioquimica Gravidez evolutiva Aborto
B Sem adicdo de didrogesterona B Com adig¢do de didrogesterona

Figura 20- Comparacdo entre o grupo com e sem uso de didrogesterona no intervalo [10.12.5[ ng/ml

Os dois grupos foram comparados para avaliar diferencas entre eles (Tabela 17 e 18).
Apenas se encontrou diferenca na dose de gonadotrofinas utilizada (2787 versus 2433
Uls), na percentagem de ciclos diferidos (71% versus 86%), nos habitos tabagicos do

homem e na ordem das transferéncias e na idade da colheita categorizada.
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Tabela 17- Comparacdo entre o grupo com e sem uso de didrogesterona no intervalo
[10.12.5[ ng/ml, varidveis quantitativas (teste de t de Student)

sem adicdo de didrogesterona

com adic&o de didrogesterona

(n=58) (n=74)
média | mediana | Desvio padrdo |média| mediana | Desvio padrdo | p-value
Idade na TEC 34.9 35 3.45 34 | 34.0 4.50 117
Espessura endometrial | 9.5 9.5 1.59 10 9.7 1.95 563
P4 trasnferéncia 11.3 | 11.35 0.75 11 | 111 0.78 ,195
Duracéo de infertilidade| 63.4 | 56.5 32.50 59 | 51.0 29.10 ,360
Idade na colheita 341 | 345 3.42 33 | 335 451 149
Peso Mulher 68.6 65 14.45 67 | 63.0 14.07 468
Altura Mulher 162.6| 161.5 6.75 163 | 163.5 6.62 611
IMC mulher 26.0 26 5.62 25 | 24.0 5.09 325
Idade homem 36.3 | 36.5 4.42 37 | 375 5.83 /465
Peso homem 81.5 78 13.25 79 | 80.0 11.49 243
altura homem 175.3| 175 5.90 174 | 175.0 13.78 550
IMC homem 26.5 26 3.57 27 | 25.0 10.66 766
Dose de gonadotrofinas | 2787 | 2775 872 2433 | 2250 833 ,019
Ovulos recolhidos 126 | 11 6.65 15 | 15.0 8.93 064
ovulos utilizados 12.0 11 6.22 14 | 125 7.87 125
2PN 8.1 7 4.28 9 8.0 5.70 130

Tabela 18 - Comparacéo das gravidezes entre o grupo com e sem uso de didrogesterona
no intervalo [10.12.5[ ng/ml, varidveis qualitativas (teste Qui-Quadrado)

sem adicéo de sem adicéo de
didrogesterona didrogesterona
n total n % n % p-value
Dia da
transferéncia
1 0
g'asmc'sm 5 107 49 84% 58 78%
a 0.503
- 5 .
Ss_lastousto 6 o5 9 16% 16 2204
ia
N° de embrides
trasnferidos
1 embrido 100 47 81% 53 72% 0.227
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sem adicdo de
didrogesterona

sem adicao de
didrogesterona

n total n % n % p-value
2 embrides 32 11 19% 21 28%
Ciclo diferido
S"gr‘: a0 27 17 20% 10 14%
0.031
Ciclo diferido 105 41 71% 64 86%
Mulher com
filhos
Nao 119 55 95% 64 86% 0.145
Sim 13 3 5% 10 14% '
Homem com
filhos
Nao 114 54 93% 60 81% 0.072
Sim 18 4 7% 14 19% '
Etnia da
mulher
Caucasiana 114 49 84% 65 88% 0.616
N&o caucasiana 18 9 16% 9 12% '
Etnia do
homem
Caucasiana 119 51 88% 68 92%
0.56
N&o caucasiana 13 7 12% 6 8%
Causa de
infertilidade
Multiplos
factores 38 19 33% 19 26%
femininos
Fator masculino 34 17 29% 17 23%
Fatores
feminino e 17 7 12% 10 14% 0.086
masculino
Infertilidade 30 14 24% 16 22%
inexplicada
Fator ovulatério 13 1 2% 12 16%
Tipo de
fecundagao
FIv 91 40 69% 51 69%
ICSI 37 16 28% 21 28% 0.967
Misto FIV/ICSI 4 2 3% 2 3%
Habitos
Tabagicos da
Mulher

60




sem adicdo de sem adicao de
didrogesterona didrogesterona
n total n % n % p-value
Anteriores 28 14 24% 14 19%
Nunca 76 31 53% 45 61% 0.672
Presentes 28 13 22% 15 20%
Habitos
Tabagicos do
Homem
Anteriores 23 16 28% 7 9%
Nunca 60 25 43% 35 47% 0.019
Presentes 49 17 29% 32 43%
Ordem TEC
1 84 40 69% 44 59%
2 35 17 29% 18 24% 0.021
3 ou mais 13 1 2% 12 16%
Idade na
colheita
<35 anos 74 29 50% 45 61%
35-37 anos 73 21 36% 12 16% 0.026
38-39 anos 25 8 14% 17 23%

grupos. A Figura 21 ilustra graficamente as observacdes realizadas.

Fez-se uma outra avaliacdo: segmentou-se o grupo de pacientes que fizeram
didrogesterona em dois grupos pela mediana (9.6 ng/ml) (Tabela 19). Utilizando o teste
de Qui-quadrado nédo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os

Tabela 19 - Resultados comparativos das gravidezes entre pacientes que utilizaram
Didrogesterona de acordo com o valor de progesterona (teste Qui-Quadrado)

Gravidez gravidez

Gravidez bioquimica - Aborto
evolutiva
0, p_ 0, p_ 0, -
n & value & value & p-value
[4.2.9.6] 90 65.6% 42.2% 35.6%
0.539 0.763 0.907
[9.6.12.4] 91 60.4% 39.6% 34.5%
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Resultados comparativos entre pacientes que utilizaram
Didrogesterona de acordo com o valor de progesterona

70% 66%

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

M Gravidez bioquimica M Gravidez evolutiva ~ ® Aborto

60%

42%

I 36%

[4.2,9.6] [9.6,12.4]

40%

35%

Figura 21- Resultados comparativos entre pacientes que utilizaram Didrogesterona de acordo com o valor
de P4

De acordo com estas duas avaliagdes ndo parece haver diferencas nas taxas de
gravidez, gravidez evolutiva ou aborto nos ciclos com valores de progesterona entre 10 e

12.5ng/ml com ou sem suplementacao com didrogesterona.

62



4 DISCUSSAO

4.1 Consideracdes iniciais

Nos ultimos anos assistiu-se a um aumento marcado no nimero de TECs resultantes
de ciclos FIV/ICSI. Pela sua comodidade a aparente ndo inferioridade nos resultados os
ciclos hormonalmente substituidos sdo frequentemente utilizados. No entanto, a literatura
recente sugere que os resultados finais (gravidez, gravidez evolutiva ou parto) podem
estar relacionados com os niveis de progesterona observados a meio da faze Iutea. Nos
ciclos substituidos o valor de progesterona observado é dependente por um lado do tipo

e dose de medicacdo administrada e por outro de variaveis inerentes ao paciente.

Vérios trabalhos sdo consistentes a demonstrar que valores menores de progesterona
(abaixo do percentil 30) estéo associados a resultados inferiores. Por exemplo, no trabalho
de Labarta et al. [37] a taxa de gravidez evolutiva foi cerca de 30% inferior neste grupo
de pacientes, valor semelhante ao obtido no trabalho de Gaggiotti-Marre [35] quando

comparado o 1° quartil da distribui¢do da P4, com os outros.

Com base nestes e noutros estudos [31] [15] tornou-se importante avaliar se é
possivel prever quais as pacientes que terdo valores de progesterona baixos e se existe
uma estratégia que permita melhorar os resultados em pacientes pertencentes a este grupo.

Este trabalho utilizou dados do CIRMA de 679 ciclos realizados entre Junho de 2019
e Marco de 2022. Nesta amostra, todas as pacientes utilizaram a mesma dose de
progesterona. Esta hormona foi medida sistematicamente na manhé& do sexto dia de toma,
imediatamente antes da transferéncia de embrides. Todas as pacientes com niveis
inferiores a 10 ng/ml foram suplementadas com DYD e uma parte das pacientes com
valores entre 10-12.5ng/ml foi também suplementada. Com base nesta amostra procurou-
se avaliar como ocorre a distribuicéo dos valores de progesterona no dia da transferéncia
de blastocistos e avaliar se variaveis como o peso, o IMC, a idade, o tabagismo ou a etnia
da mulher podem influenciar os valores séricos de progesterona. Procurou-se determinar
se € possivel prever com rigor quais as pacientes que terdo niveis baixos de progesterona,

evitando uma analise adicional.
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Por outro lado, foi também objetivo do estudo avaliar se o resultado dos ciclos em
que se fez suplementacdo com didrogesterona é diferente dos ciclos com valores de

progesterona considerados normais.

4.2 Analise global dos dados - Gravidez evolutiva

Dos 679 casos considerados, verificou-se uma taxa de global de gravidez de 64% e

uma taxa de gravidez evolutiva de 43%, com uma taxa de aborto de 33%.

Numa analise univariada verificou-se que quer a idade da mulher no dia da colheita
de ovécitos quer a espessura do endométrio eram significativamente diferentes (p<0.05)
entre ciclos com e sem gravidez evolutiva, favorecendo mulheres mais jovens e
endométrios mais espessados. Relativamente as variaveis categoricas verificou-se uma
diferenca estatisticamente significativa para o dia da transferéncia favoravel ao 5° dia e

para transferéncias de 2 versus 1 embrido.

De acordo com os resultados obtidos fez-se uma analise multivariada onde foi
evidente que a idade da mulher no dia da colheita, a medida do endométrio, o dia de
chegada a blastocisto e 0 n° de embrides transferidos se relacionaram com o desfecho
favoravel de gravidez evolutiva. Apesar dos resultados obtidos a qualidade do ajuste nao
foi adequada, tal como ndo se obteve um valor adequado com o teste de Hosmer e

Lemeshow sugerindo que o modelo ndo é adequado para explicar os dados.

A andlise multivariada do trabalho de Zhang [54], que incidiu sobre 1853 ciclos
concluiu que a idade da mulher, o IMC, o n°® de embrides transferidos e a espessura
endometrial contribuiam para explicar o resultado final. Os valores de progesterona ndo
foram avaliados, nem foram avaliados o dia de chegada a blastocisto. O aumento da idade
h& muito que é associada a um desfecho pior. A taxa de embrides aneuploides parece ser
menor em mulheres entre 26 e 30 anos, sendo que aumenta gradualmente de uma forma
ndo linear apds os 30 anos [55]. Poderdo também verificar-se alteragcBes a nivel

endometrial em mulheres mais velhas.

Ainda que rodeado de alguma controvérsia, varios trabalhos concluem a favor de
uma relacdo entre a espessura endometrial e um resultado favoravel. Hayashi [56] numa
coorte de 938 ciclos encontrou uma correlagcdo positiva, com uma tendéncia linear. O

endomeétrio ira receber e permitir os primeiros passos do desenvolvimento embrionario,
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pelo que é plausivel que do ponto de vista bioldgico tenha um papel importante no sucesso

do tratamento.

Por outro lado tem sido relativamente consensual que embrides que atingiram o
nivel de blastocisto ao 5° dia de desenvolvimento estéo associados a melhor resultado. O
trabalho de Tubbing et al. mostra uma taxa de parto de 34% versus 16% [57]. Conclusdo
semelhante teve Yerushalmi [58], com taxas de parto de 26.9% versus 14.8%. Outros
sugerem que esta diferenca pode estar explicada sobretudo por diferencas na qualidade
dos embrifes e que a taxa seria semelhante se se comparasse apenas embrides de boa
qualidade [59]. Aqui é importante realcar que a qualidade embrionaria ndo foi um dos

parametros avaliados neste trabalho.

A transferéncia de 2 embrides versus 1 é um fator tradicional de sucesso [60]. Nos
ultimos anos, sobretudo em pacientes mais jovens e de bom prognostico o nimero de
transferéncias de embrides Unicos tem aumentado, sobretudo com o objetivo de limitar o

namero de gravidezes gemelares pelos riscos inerentes.

4.3 Variacao nos niveis de progesterona

De acordo com o descrito acerca da farmacocinética da progesterona administrada
por via vaginal, esta pode ser monitorizada a partir do 2° dia de administracdo, dado que
atinge o seu valor estavel (steady state) 6 horas ap0s a sua aplicacdo, mantendo-se durante
24 horas [23] [24]. No entanto, estes estudos séo habitualmente realizados em pacientes
com IMC entre 20-25 kg/m2.

Este estudo incluiu 679 pacientes, submetidos a mesma dose de medicacdo e
durante 0 mesmo periodo de tempo. Foi possivel verificar um variabilidade grande nos
resultados observados, com valores de progesterona que variaram entre um minimo de
4.2 e um maximo de 32.3 ng/ml, uma média de 14.4 + 4.6 e mediana de 13.9 ng/ml,
seguindo uma distribuicdo gama. Estes valores sdo ligeiramente superiores aos obtidos
nos estudos de Labarta [37] e [35]. No primeiro a média variou entre 12.9 + 8.6 ng/ml
versus 11.5 + 5.4 ng/ml de acordo com a hora da ultima toma de progesterona, enquanto
no segundo a média foi de 11.3 + 5.1 ng/ml. A variacgdo verificada pode estar relacionada
com caracteristicas proprias dos pacientes ou possivelmente com os métodos laboratoriais

utilizados. Por este motivo, sempre que possivel optou-se por avaliar o impacto da
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variacdo dos valores de progesterona em termos relativos (percentis) e ndo em termos

absolutos.

Para avaliar a relacdo entre a variacdo dos niveis de progesterona e as variaveis
relacionadas fez-se inicialmente uma avaliacdo de correlacdo entre as variaveis.
Verificou-se uma correlacdo negativa muito fraca, mas estatisticamente significativa
(p<0.05) com o peso (-0.233), IMC (-0.232). Para a regressao logistica multivariada
consideraram-se as varidveis inerentes a mulher: idade no dia da transferéncia, peso,
habitos tabagicos e etnia. Verificou-se que um peso menor, etnia caucasiana e idade maior
estdo relacionados de forma positiva com o valor de progesterona. Apesar da qualidade
do ajuste ser adequado, os intervalos de confianga obtidos para as razdes de chances das
diferentes variaveis torna a sua utilidade do ponto de vista clinico limitada..

Trabalhos anteriores relacionam o maior peso com um valor menor de progesterona
circulantes [37]. O trabalho de Gonzalez-Foruria [61] mostrou que o peso, ciclo prévio
com valor de progesterona baixa e hora da colheita de sangue podem ajudar a explicar o
valor de progesterona obtido. As variacOes poderdo estar relacionadas com capacidade de
absorcédo ou de eliminacao diferente entre pacientes, por exemplo uma mucosa mais fina
nas mulheres mais velhas pode ajudar a explicar uma melhor absor¢édo [62]. A diferente

distribuicdo de massa gorda associada ao peso pode ser outro dos fatores [63], [32].

4.4 Comparacao dos resultados entre ciclos com e

sem didrogesterona adicionada

Os ciclos foram divididos em 5 grupos - quintis de acordo com os valores séricos
de progesterona (Figura 15). N&o se verificou uma tendéncia clara nos dados. No entanto
0 pior resultado foi verificado no intervalo [10.5.12.8[ng/ml.

Seguidamente foram feitas duas avaliages, uma primeira onde se compararam 0s
ciclos com recurso a didrogesterona contra 0s que nao utilizaram este farmaco e outra

procurou avaliar o grupo com pior desempenho - o 2° quintil.

A primeira avaliagdo concluiu que a taxa de gravidez bioquimica, gravidez

evolutiva ou de aborto eram estatisticamente semelhantes.

As variaveis entre 0s dois grupos foram comparadas, verificando-se que o grupo

com adicdo de didrogesterona tinha pacientes mais novas no dia da transferéncia (34.2
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versus 34.9 anos), progesterona menor (9.3 versus 16.2 ng/ml), peso (68.7 versus 63.7
kg) e IMC superior. A altura dos homens era também inferior. Na comparacéo entre

variaveis categoricas verificaram-se diferengas nos habitos tabagicos dos homens.

Recorde-se que a didrogesterona foi adicionada nos ciclos com valores de
progesterona mais baixos e que os niveis de progesterona sdo dependentes do peso e do
IMC pelo que estas diferengas se encontram pelo menos parcialmente justificadas. A
altura do homem e os hébitos tabdgicos ndo se mostraram relevantes para explicar a

gravidez evolutiva, na avaliagdo uni ou multivariada.

Daqui conclui-se que ndo parecem existir diferencas nos resultados entre pacientes
com ou sem utilizacdo de DYD. Este seria o resultado esperado, uma vez que com a
utilizacdo deste farmaco é espectavel que a quantidade de progesterona a atuar no

endomeétrio passe a ser a adequada para ter um efeito 6timo.

A ideia de suplementar ciclos com valores considerados baixos de progesterona foi
ja publicada. Cédrin-Durnerin et al. [34], utilizou um nivel de corte de 10 ng/ml em casos
com recurso a progesterona vaginal, Brady et al., com recurso a progesterona intra-

muscular e com valor de corte de 20 ng/ml [32].

Em ambos os casos foi aumentada a dose do farmaco utilizado e ndo adicionado um

diferente. Em nenhum destes casos se verificou uma melhoria dos resultados.

Dois trabalhos mais recentes sugerem uma estratégia diferente, em que mantém a
medicacdo iniciada e adicionam outra de acordo com os valores de progesterona
observados antes da transferéncia embrionaria. Labarta et al. [64] publicaram um estudo
retrospetivo em que demostram que pacientes com valores de progesterona baixo
(9.2ng/ml) na sua coorte quando suplementados com progesterona sub-cutanea na dose
de 25 mg/dia (550 casos, correspondentes a 29.7% da amostra) tém resultados
semelhantes aos que tém um valor superior (44.9 versus 45.2 % de gravidez evolutiva).
Por outro lado, esta taxa é superior aos obtidos num controlo histérico (38%) de pacientes
semelhantes que ndo foram suplementados, ainda que estes grupos possam apresentar

algumas diferencas.

Outro estudo, este prospetivo, mais recente [65], em que todas as pacientes com
niveis de progesterona inferiores a 10.6ng/ml (cerca de 37.8% a amostra) foram
suplementados com progesterona sub-cutanea 25mg/dia, iniciada um dia antes da

transferéncia. Verificaram uma taxa de gravidez evolutiva no grupo intervencao de 49.6%
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versus 43.6% (sem diferenca estatisticamente significativa). Ndo foram feitas sub-

analises.

A segunda avaliagdo comparou o 2° quintil com os outros e verificou que a taxa de
gravidez evolutiva era inferior (36% versus 45%) ainda que ndo estatisticamente
significativa (p=0.051). Curiosamente este quintil junta muitos casos que foram
submetidos a estratégias diferentes do ponto de vista temporal. Entre Junho de 2020 e
Dezembro de 2020 as pacientes com niveis de progesterona inferiores a 10.0 ng/ml foram
suplementadas com didrogesterona e ap0s janeiro de 2021 a suplementacéo alargou-se

até niveis de 12.5ng/ml.

Por este motivo decidiu-se avaliar os ciclos dos 132 pacientes pertencentes a este
intervalo de acordo com a administracdo ou ndo de didrogesterona (58 sem adicéo de

didrogesterona e 74 com). Nao se verificaram diferencas entre 0s grupos no contexto.

Ainda assim optou-se por fazer uma analise diferente. Dividiu-se o grupo que fez
didrogesterona adicional em 2 de acordo os niveis de progesterona ([4.2,9.6[, [9.6,12.4]).
N&o se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos.

Tal como a progesterona vaginal a administracdo de didrogesterona também esta
associada a uma variabilidade plasmatica do seu metabolito 20a-dihydrodydrogesterone.
O trabalho de Neumann [66] recorreu a uma suplementacdo lGtea apenas com
didrogesterona 10mg (tid). Concluiram que a taxa de gravidez evolutiva estava
significativamente reduzida nos ciclos do primeiro quartil 8% versus 27% nas restantes.
Infelizmente o doseamento da 20a-dihydrodydrogesterone exige requisitos laboratoriais
especiais que ndo estdo facilmente disponiveis, o que torna dificil a sua utilizacdo na

pratica clinica.

Por outro lado Alsbjerg [67] publicou um trabalho com estratégia um pouco diferente
em que as pacientes submetidas a ciclos hormonalmente substituidos foram
simultaneamente suplementadas com progesterona vaginal e rectal. A medicdo analitica
foi feita alguns dias depois da transferéncia embrionéria, o que significa que todas as
pacientes foram submetidas a um protocolo semelhante e nenhuma estratégia de corregéo
foi realizada. Observaram uma relacdo néo linear entre os niveis de progesterona e a taxa
de gravidez evolutiva de forma que niveis inferiores a 8.8 ng/ml ou superiores a 14.2ng/ml
tiveram resultados piores (36% versus 39% versus 53%, com p=0.08). A regressao
logistica que foi feita ajustada para idade materna, IMC, qualidade do blastocisto e dia de
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chegada a blastocisto e mostrou uma razdo de chance para gravidez evolutiva de 0.48
(0.18 to 1.24; p = 0.13) se progesterona inferior a 8.8ng/ml e OR de 0.53 (0.30 to 0.97; p
= 0.04) se valores acima de 14.5 ng/ml.

Lan N Vuong [60] publicou uma estudo prospetivo ndo randomizado com dois
grupos de pacientes, um fez suporte IGteo apenas com progesterona vaginal micronizada
400 mg bi-diaria (732 pacientes) e outro além da progesterona adicionou DYD oral bi-
diério (632 pacientes). No global, os investigadores concluiram que a taxa de parto foi
globalmente superior no grupo progesterona vaginal + DYD (46.3% versus 41.3%, com
p=0.06), e menor taxa de aborto (p=0.009). Os resultados de ambos os grupos foram sub-
divididos de acordo com quantis de valor de progesterona observados um dia antes da
transferéncia. Aqui ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas, no
entanto a taxa de parto foi de 49.5% versus 40.6% no 1° quantil (0.873 a 10.9 ng/ml),
46.3% versus 42.8% no 2° (10.9 a 13.9 ng/ml), 49.7% versus 44% no 3° (13.9 a 18.2
ng/ml) e 39.4% versus 38% no 4° (18.2 a 207 ng/ml). De uma forma simplista parece
verificar-se uma diferenca maior para niveis de progesterona mais baixa e por outro lado
ndo se verifica uma diminuicdo aparente nos resultados para pacientes com valores de
progesterona altos suplementados com DYD. No entanto é importante realcar que 0s
pacientes desta amostra apesar de apresentarem uma mediana igual a da amostra desta

tese, apresentaram valores de progesterona que parecem dispares nos extremos.

4.5 Consideracoes finais

Na prética, € muito dificil tirar conclusGes definitivas. Parece claro que niveis muito
baixos de progesterona plasmatica no dia da transferéncia beneficiam de suplementacéo.
No entanto, este trabalho sugere, com algum suporte na literatura que podera existir um
valor maximo de progesterona, a partir do qual o suporte adicional tenha que ser ajustado.
O facto de ser muito dificil avaliar niveis plasmaticos do metabolito da didrogesterona- o
20a-dihidrodidrogesterona e o facto de se conhecer muito pouco entre a acdo conjunta
deste metabolito associado a progesterona vaginal podem atrasar a resposta a esta questao.
Por outro lado, o facto de se verificarem diferencas entre populagdes e entre métodos de

analise também podem contribuir para acrescentar algumas duvidas.

Como pontos fortes deste estudo salienta-se o facto dos dados terem sido obtidos a

partir de um Unico centro, durante um periodo de tempo continuo que se prolongou por
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33 meses. Todos os pacientes foram sujeitos ao mesmo protocolo com excec¢éo do critério
para adicionar didrogesterona que diferiu de acordo com 2 fases temporais. A avaliacdo

laboratorial foi também realizada no mesmo centro.

No que respeita ao tamanho da amostra este € um dos maiores trabalhos conhecidos

que aborda esta tematica.

Como pontos negativos do trabalho refere-se o facto de se tratar de um estudo
retrospetivo e por este motivo existir sempre alguma heterogeneidade entre os grupos e
sub-grupos formados. Tentou-se avaliar e corrigir alguns dos vieses inerentes a este tipo
de estudo, nomeadamente quando se avaliaram as varidveis associadas a um desfecho
positivo e quando se fez uma analise de sensibilidade. Trabalhos anteriores sugerem que
o intervalo entre a Ultima toma de progesterona vaginal e a hora do doseamento podem
ter impacto no valor observado. Ainda que todos os pacientes tenham seguido 0 mesmo
protocolo e que os doseamentos tenham sido feitos & mesma hora, nao foi confirmada a

hora da Ultima toma.

Por outro lado, o facto de existir uma parte da amostra que foi submetida a um
protocolo diferente- pacientes com niveis de progesterona entre 10.0 e 12.4 ng/ml em que
umas foram expostas a didrogesterona pode constituir um viés quando procuramos
analisar o uso deste farmaco neste grupo especifico. Outro ponto importante é que os
niveis plasmaticos de didrogesterona ndo foram avaliados, sendo que a data parece que a
sua absorcao pode também ser muito variavel e desta forma contribuir de forma positiva

ou negativa de acordo com as carateristicas das pacientes.

O resultado final ideal a ser avaliado deve ser o parto e ndo a gravidez evolutiva.
No entanto, considerando sobretudo as perdas de seguimento e a proximidade entre a taxa
de parto e a taxa de gravidez evolutiva ap6s as 10 semanas esta variavel é frequentemente

utilizada neste tipo neste tipo de estudos.

Como perspetivas futuras podera ser importante estudar o impacto de niveis mais
altos de progesterona no desfecho final e em estudos futuros dosear a didrogesterona e
relaciona-la com os valores plasmaticos de progesterona e o resultado final. O desenho
de um estudo prospetivo deste tipo exige uma populagdo consideravel, recursos préprios
também importantes e monitorizacdo continua que permita multiplas avaliagdes
temporais por forma a interromper o estudo se se verificar que determinadas associacfes

estdo associadas a um desfecho negativo.
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5 CONCLUSOES

Os valores de progesterona observados seguem uma distribuicdo gama, com
médial4.4 e desvio padréo de 4.6 ng/ml.

As variaveis: idade da mulher no dia da transferéncia, a etnia e o0 peso podem ajudar
aexplicar as variac@es nos valores de progesterona observados. Uma idade menor, a etnia
caucasiana e um peso maior favorecem valores de progesterona menores. No entanto a
variabilidade associada é grande pelo que que dificilmente estes fatores podem ser

utilizados na prética clinica para a tomada de decises.

A medida do endométrio, o dia de chegada a blastocisto e 0 nimero de embrides

transferidos relacionaram-se de forma positiva com a possibilidade de gravidez evolutiva.

A didrogesterona foi administrada em cerca de 26.7% dos casos, sempre em €asos
com valores de progesterona inferiores a 12.5ng/ml. Nao se verificaram diferencas no
desfecho avaliado- gravidez evolutiva entre pacientes com e sem administracdo de
didrogesterona. No entanto, fica por esclarecer se a adi¢éo de didrogesterona a pacientes

com valores acima de 10.3 ng/ml ter& ou ndo um efeito positivo.
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