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RESUMO 

 

O câncer de mama é uma doença maligna relativamente comum em mulheres adultas 

jovens, justificando a preocupação com a potencial toxicidade gonadal relacionada à 

quimioterapia. É importante considerar o encaminhamento precoce de pacientes jovens 

com câncer de mama que tenham desejos reprodutivos para especialistas, a fim de 

discutir sobre a preservação da fertilidade. A criopreservação de embriões ou de oócitos 

estão entre os principais métodos à disposição, e para conseguir isso, estimulação 

ovariana controlada (EOC) é o primeiro passo a ser considerado. 

O presente estudo tem como objetivo apresentar protocolo de estimulação ovariana em 

para preservação da fertilidade em pacientes com câncer de mama. 

De novembro de 2014 a dezembro de 2016, 109 pacientes com câncer de mama com 

menos de 40 anos de idade foram selecionadas para preservar seu potencial reprodutivo. 

Elas foram divididas de acordo com a fase do ciclo menstrual em que o estímulo 

ovariano foi iniciado: fase folicular inicial, fase folicular tardia e fase lútea. 

Para reduzir o tempo necessário da obtenção dos oócitos, este estudo utilizou o 

princípio do início aleatório, no qual a EOC pode ser iniciada durante qualquer período 

do ciclo menstrual sem consequências negativas. 

O letrozol foi utilizado durante toda a estimulação para diminuir as concentrações de 

estradiol, independentemente da imunohistoquímica tumoral. Na presença de tumores 

positivos ao estradiol, e indicação de quimioterapia neoadjuvante, o tamoxifeno foi 

utilizado como uma medida de proteção adicional. 

Um agonista do GnRH foi utilizado para desencadear a maturação folicular final, 

diminuindo o risco de síndrome de hiperestimulação ovariana. 

Foram analisados os seguintes parâmetros: idade das pacientes, dia de início da EOC, 

número de dias de EOC, dose total de FSH, níveis de estradiol no dia de maturação 

folicular final, número de oócitos coletados e número de oócitos vitrificados. 

A idade média dos pacientes foi de 31,27 ± 4,22 anos. A duração média da EOC foi de 

10,0 ± 1,39 dias. O número médio de oócitos coletados foi de 11,62 ± 7,96 e o número 

médio de oócitos vitrificados foi de 9,60 ± 6,87. A concentração média de estradiol no 

dia do desencadeamento da ovulação foi de 706,30 ± 450,48 pg / mL, e a dose média de 



 
 

 

FSH administrada foi 2610,00 ± 716,51 UI. Ao comparar os resultados de acordo com a 

fase do ciclo no qual a EOC foi iniciada, não houve diferenças significativas no número 

de oócitos colhidos e vitrificados, duração da estimulação ovariana e dos níveis de 

estradiol no dia do desencadeamento da ovulação. Observou-se uma diminuição 

estatisticamente significativa da dose total de FSH administrada nos grupos que 

iniciaram a EOC na fase folicular tardia e na fase lútea, quando comparada com a fase 

folicular inicial. 

Esses resultados sugerem que a criopreservação de oócitos ou embriões com um 

protocolo específico para pacientes com câncer de mama, é eficaz e pode ser oferecida a 

mulheres jovens submetidas a tratamento citotóxico que têm preocupações relacionadas 

ao seu futuro reprodutivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Breast cancer is a relatively common malignancy in young adult women, justifying the 

concern about the potential gonadal toxicity related to chemotherapy. It is important to 

consider early referral of young breast cancer patients with reproductive desires to 

fertility specialists, in order to discuss the fertility preservation. Embryos or oocytes 

cryopreservation are among the main methods available, and to achieve that, controlled 

ovarian stimulation (COS) is the first step to be considered.  

From November 2014 to December 2016, 109 breast cancers patients under 40 years 

were enrolled to preserve their reproductive potential. They were divided according to 

the menstrual cycle status in: initial follicular phase, late follicular phase and luteal 

phase.  

In order to reduce the time necessary to obtain the oocytes, this study used the principle 

of random start, in which the COS can be initiated during any period of the menstrual 

cycle without negative consequences.  

Letrozole was used during all stimulation to reduce estradiol concentrations, regardless 

of tumor immunohistochemistry. In the presence of estradiol positive tumors, and 

indication of neoadjuvant chemotherapy, tamoxifen was administerd as an additional 

protective measure. 

A GnRH agonist was used to trigger ovulation, in order to mitigate the risk of ovarian 

hyperstimulation syndrome. 

The following parameters were analyzed: age, day of COS start, number of days 

required to COS, total FSH dosage, estradiol levels at final follicular maturation day, 

number of collected oocytes and number of vitrified oocytes. 

The mean age of patients was 31.27±4.22 years. The average duration of COS was 

10.0±1.39 days. The mean number of collected oocytes was 11.62±7.96 and the mean 

number of vitrified oocytes was 9.60±6.87. The mean estradiol concentration on the day 

of the trigger was 706.30±450.48 pg/mL, and the mean dose of FSH administered was 

2610.00±716.51 IU. When comparing the outcomes according to the phase of the cycle 

in which COS was commenced, there were no significant differences in the number of 



 
 

 

oocytes collected and vitrified, ovarian stimulation length and estradiol levels on the 

day of the trigger. It was observed a statistically decrease of the total FSH dose 

administered in the groups starting COS in the late follicular phase and in the luteal 

phase, when compared to the initial follicular phase 

These results suggest that oocyte or embryos cryopreservation with a specific protocol 

for breast cancer patients, is effective, safe, and may be offered to young women 

undergoing cytotoxic treatment who have concerns related to their reproductive future. 

 

 

 

  



 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

DMSO – Dimetilsulfóxido 

DNA – Ácido Desoxirribonucleico 

EOC – Estimulação Ovariana Controlada 

FSH – Hormônio Folículo Estimulante  

GnRH – Hormônio Liberador de Gonadotrofina 

GnRH-a – Agonista do Hormônio Liberador de Gonadotrofina 

HAM – Hormônio Anti-Mülleriano 

HER2 – Receptor Tipo 2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano 

hMG – Gonadotrofina Menopáusica Humana 

ICSI – Injeção Intracitoplasmática de Espermatozóide 

LH – Hormônio Luteinizante 

VEGF – Fator de Crescimento Endotelial Vascular 
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O diagnóstico precoce de neoplasias malignas, associado a tratamentos locais e 

sistêmicos cada vez mais eficientes, promove a remissão do câncer em considerável 

número de pacientes, muitos deles em idade reprodutiva. Estima-se que cerca de uma 

em cada 570 pessoas seja sobrevivente de um câncer na infância1. É inegável e 

promissora a melhora da sobrevida em pacientes jovens com neoplasias; o tratamento 

da leucemia, por exemplo, que proporcionava uma sobrevida de cinco anos de 33% 

no período 1971-76, mostrou taxa de 80% no período 1986-90, de acordo com 

Meirow e Nugent2. 

Foram estimados 596 mil casos novos de câncer no Brasil para 2016, 300.800 em 

mulheres, sendo 57.960 de mama. Os tipos mais incidentes, excetuando-se o câncer 

de pele do tipo não melanoma, são os cânceres de próstata, pulmão e colorretal no 

sexo masculino, e os cânceres de mama, colorretal e do colo de útero respectivamente 

no sexo feminino3.  

Levando-se em conta não apenas a cura, mas também a qualidade de vida, depara-se 

com uma questão que não deve ser esquecida pelos oncologistas: a preservação do 

potencial reprodutivo em pacientes jovens submetidas a terapia citotóxica. Cerca de 

7% dos cânceres de mama ocorrem antes dos 40 anos4 e 50% das mulheres 

consideram ter filhos depois do tratamento de uma neoplasia maligna5, mas pouco 

menos de 50% sabem da potencial ação prejudicial do tratamento quimioterápico 

sobre os ovários6.  Lee et al. recomendam que sejam feitas as seguintes ponderações 

no caso de pacientes em idade reprodutiva ou crianças com diagnóstico de câncer7: 

1. Os pacientes com câncer estão interessados em intervenções que visem a 

preservação da fertilidade?  

2. Quais as opções atuais e futuras para a preservação da fertilidade nos homens?  

3. Quais as opções atuais e futuras para a preservação da fertilidade nas 

mulheres?  

4. Qual deve ser o papel do oncologista no aconselhamento dos pacientes quanto 

às opções de preservação da fertilidade?  
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Não há dúvidas de que os pacientes devem receber as informações pertinentes para 

poderem decidir sobre intervenções que visam salvaguardar a fertilidade. No caso de 

crianças, os pais ou responsáveis devem ser informados e participar das decisões. As 

opções devem ser apresentadas de modo claro e honesto e, obviamente, o oncologista 

é o primeiro profissional que deve ser capaz de abordar o problema e fornecer uma 

primeira ideia das alternativas disponíveis. A atuação conjunta com um serviço de 

medicina reprodutiva faz-se mandatória naqueles pacientes que manifestem o desejo 

de manutenção da capacidade reprodutiva. A abordagem inicial deve levar em conta 

que os pacientes submetidos a tratamento para o câncer podem ter sua função 

reprodutiva comprometida transitória ou permanentemente. A quimioterapia e a 

radioterapia exercem efeitos deletérios à função gonadal. Outras consequências 

tardias da terapia oncológica, diretamente relacionadas à função ovariana da paciente, 

são as disfunções sexuais. Em um estudo realizado com pacientes tratadas de algum 

tipo de câncer ginecológico com falência ovariana pós-quimioterapia, 67% delas 

apresentavam insatisfação sexual, 62% com dispareunia de penetração e 56% com 

diminuição de libido8. 

 

Efeito dos agentes quimioterápicos sobre a função gonadal 

 

Os ovários são glândulas sensíveis às drogas citotóxicas comumente empregadas na 

terapia oncológica, que terminam por induzir uma insuficiência gonadal que pode ser 

irreversível. O resultado da ação dos quimioterápicos sobre os ovários é o dano às 

células granulosas e tecais, como também comprometimento do oócito, levando à 

falência ovariana prematura, que tem como consequência a infertilidade permanente9. 

A função ovariana, em alguns casos, pode ser comprometida transitoriamente, com 

retorno da atividade endócrina e liberação de oócito fertilizável. Ressalte-se, 

entretanto, que a quimioterapia associa-se a uma acentuada toxicidade ovariana e 

perda folicular, especialmente com o emprego de agentes como a ciclofosfamida, 

clorambucil, melfalan, busulfan, mecloretamina, cisplatina, vinblastina, procarbazina 

e mostarda nitrogenada9, 10. A perda da função ovariana relaciona-se ao número de 

folículos primordiais existentes nos ovários; dessa forma, mulheres mais velhas 
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apresentam maior risco de desenvolver falência ovariana total11. De acordo com 

Arnon et al, os agentes quimioterápicos podem ser divididos em seis classes 

diferentes, de acordo com seu mecanismo de ação: agentes alquilantes, cisplatina e 

análogos, alcalóides da vinca, antimetabólitos, agentes inibidores de topoisomerase e 

novos agentes12. A ciclofosfamida é o agente alquilante mais envolvido no dano dos 

oócitos e das células da granulosa numa forma dose-dependente13. É uma droga 

citotóxica muito usada no tratamento antineoplásico sendo a que apresenta maiores 

taxas de falência ovariana14. Mulheres tratadas com ciclofosfamida estão quatro vezes 

mais propensas a desenvolver falência ovariana15. A cisplatina e análogos são os 

agentes quimioterápicos mais utilizados no tratamento de câncer endometrial, tumores 

ovarianos e alguns tumores sólidos. O mecanismo de ação consiste na interrupção da 

duplicação do DNA. Elas são possivelmente específicas para a fase G2 do ciclo 

celular e são considerados moderadamente gonadotóxicos13.  Os antimetabólitos são 

utilizados no tratamento da leucemia infantil, câncer de mama, câncer de ovário e 

câncer gastrointestinal. Essa classe inclui o metrotexato, aminopterina, 5-fluorouracila 

e citarabina; atuam na divisão celular, sendo que não são específicos para nenhuma 

fase do ciclo celular. Sua gonadotoxicidade é média ou ausente13. Os agentes 

inibidores de topoisomerase são utilizados no tratamento de neoplasias hematológicas 

e tumores sólidos. Essa classe inclui a bleomicina, actinomicina, doxorubicina e 

daunorubicina. Seu mecanismo de ação consiste na inibição da atividade da 

topoisomerase II. Esses agentes são específicos para as fases G2 e S do ciclo celular e 

também apresentam uma gonotoxicidade média ou ausente. Drogas como a 

bleomicina induzem mutação letal na maturação e pré-ovulação em oócitos de 

camundongos. Os novos agentes utilizados atualmente compreendem a droga 

paclitaxel, que atua no sistema de microtúbulos celulares; essa droga não é específica 

para nenhuma fase do ciclo celular. Doses elevadas ou a longa duração do tratamento 

estão associadas com um alto risco de falência ovariana 2, 12, 14, 15. As taxas de 

amenorreia costumam ser mais altas em pacientes tratadas com quimioterapia 

combinada por 36 semanas comparadas com as das pacientes tratadas por 12 semanas 

para câncer de mama (83% contra 55%)16. 

Os quimioterápicos comprometem a fertilidade da mulher decorrente de vários fatores 

não completamente compreendidos. Além da ação citotóxica direta sobre o “pool” de 

folículos primordiais, uma ação indireta sobre a população de folículos em 
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crescimento também contribui para a redução da fertilidade.  Isso acontece, pois os 

folículos em crescimento produzem o hormônio anti mulleriano (HAM), o qual regula 

a captação dos folículos primordiais. Com a queda abrupta dos níveis de HAM, novos 

folículos primordiais são recrutados, diminuindo ainda mais sua população. O dano 

causado na granulosa também resulta em dano indireto nos oócitos, já que um regula 

o crescimento e a maturação do outro17. 

A tabela 1 mostra resumo do mecanismo de ação e do risco de toxicidade ovariana de 

quimioterápicos comumente utilizados no tratamento do câncer de mama: 

 

Tabela 1 – Mecanismo de ação e risco de toxicidade ovariana de quimioterápicos 

comumente utilizados no tratamento do câncer de mama. 
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Muitas adolescentes desenvolvem amenorreia durante a quimioterapia, mas a falência 

ovariana primária acontece raramente a não ser que também sejam submetidas à 

radioterapia pélvica. Assim, os quimioterápicos serão tolerados muito melhor por 

pacientes mais jovens provavelmente devido às suas maiores reservas foliculares 

enquanto mulheres de idade mais avançada possuem taxa mais alta de falência 

ovariana completa e infertilidade permanente18. 

 

Efeitos da radioterapia sobre a função gonadal 

 

A radiação ionizante tem efeitos adversos na função ovariana. Entretanto, no caso 

específico do câncer de mama, o tratamento radioterápico, quando indicado, é local e 

não pélvico, o que o torna pouco relevante como promotor de insuficiência ovariana. 

De acordo com estudos realizados em modelos animais, o número de folículos 

primordiais diminui sensivelmente com irradiação19. O padrão de degeneração pode 

ser a apoptose de células da granulosa com um oócito relativamente intacto, apoptose 

de um oócito com células foliculares intactas, ou degenerações apoptóticas dos dois 

tipos celulares. Folículos ovarianos são mais radiossensíveis durante a fase 

proliferativa do ciclo menstrual18. Pacientes mais jovens conseguem preservar mais a 

função ovariana residual devido à maior reserva de folículos primordiais20. A dose de 

radiação na qual ocorre a falência ovariana prematura é tida como 20.3 Gy no 

nascimento, 18.4 Gy os 10 anos, 16.5 Gy aos 20 anos, e 14.3 Gy aos 30 anos2. 

Portanto, mulheres com idade avançada que receberam radioterapia apresentam um 

risco maior de falência ovariana e amenorreia quando comparadas com mulheres mais 

jovens14. 
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Câncer de mama: quando preservar a fertilidade? 

 

O câncer de mama é responsável por cerca de um quarto de todos os cânceres em 

mulheres adultas abaixo dos 45 anos21. Dos quase 60 mil novos de câncer de mama 

estimados em 2016, próximo de 7% acontecem antes dos 40 anos de idade4. Visando 

não comprometer a qualidade de vida, da qual a saúde sexual e reprodutiva são 

elementos fundamentais, levanta-se a questão da preservação da fertilidade. A 

primeira pergunta que surge é quais são as pacientes às quais devem ser oferecidos 

procedimentos de preservação de fertilidade. Inicialmente, o foco deste procedimento 

não é paciente com um prognóstico ruim, mas sim aquelas com uma chance de 

remissão significativa.  O problema da idade é mais complexo, mas consideramos que 

após os 35 anos a indicação deve ser feita com muita cautela, pois os resultados 

reprodutivos tendem a ser insatisfatórios, independentemente das técnicas utilizadas. 

A preservação da fertilidade tem indicação nas mulheres em fase reprodutiva com 

diagnóstico de câncer de mama, desde que o prognóstico da doença não seja afetado 

com a ocorrência de uma gravidez.  

É importante levar em consideração que não são todas as mulheres que quando 

tratadas com quimioterapia irão apresentar lesão suficiente nos ovários ao ponto de ter 

sua fertilidade prejudicada, pelo menos em curto prazo. Um dos fatores principais que 

deve ser considerado é a idade da paciente. De uma maneira geral, de 40-90% das 

pacientes na pré-menopausa submetidas à terapia citotóxica irão apresentar 

amenorreia. Metanálise publicada por Zavos et al em 2016, mostrou que a chance da 

paciente evoluir para amenorreia após uma quimioterapia para câncer de mama é de  

26% (95% IC 12-43%), 39% (95% IC 31-58%) e 77% (95% IC 71-83%) para as 

mulheres <35, 35-40 e> 40 anos, respectivamente22. Os ciclos podem retornar 

espontaneamente mesmo até um ano depois do término do tratamento, sendo 

reversível em cerca de 50% das pacientes com idades de até 35 anos, 30% entre 35-45 

anos e 15% acima dos 45 anos23, 24. O fato de a paciente retomar as menstruações não 

garante a fertilidade. Outro relevante instrumento para a avaliação e acompanhamento 

da reserva ovariana durante o tratamento em mulheres pré-menopáusicas é a aferição 

sérica do HAM, o qual diminui rapidamente até atingir níveis indetectáveis na maioria 

das mulheres durante a quimioterapia e geralmente persistem muito baixo após o 
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tratamento. Ele pode ser usado como um preditor de amenorreia, mas ainda são 

necessários ulteriores estudos para determinar seu interesse preditivo para a fertilidade 

residual pós o tratamento quimioterápico25. 

Aproximadamente 10% das mulheres com câncer de mama acabam obtendo uma 

gravidez após o tratamento21. Atualmente, os dados existentes suportam a hipótese de 

que a gestação não parece afetar de forma negativa o prognóstico de uma paciente 

tratada por câncer de mama21, 26-28. 

Em 2007, os níveis de sobrevida para o câncer de mama aos cinco e 10 anos foram 

melhores em mulheres australianas que conceberam em relação aos seus controles28. 

Prognósticos iguais ou superiores aos controles também foram obtidos em outras 

populações27-29. Sankila et al. descreveram esse efeito benéfico como uma marca de 

identificação de pacientes com melhor prognóstico para o câncer de mama30. Por 

outro lado, apesar do número insuficiente de informações sobre o acompanhamento 

de crianças nascidas após a exposição dos ovários aos agentes quimioterápicos, 

efeitos adversos específicos não foram descritos até o momento, inclusive quando 

essas drogas foram usadas durante a gestação31, 32. 

 

A quimioterapia está sempre indicada no câncer de mama? 

 

Pacientes com risco de recidiva baixo e algumas com risco moderado, não necessitam 

de tratamento citotóxico. Avaliar o risco de recidiva de uma paciente não é uma tarefa 

tão simples, devido aos múltiplos fatores de risco e suas possíveis combinações. A 

Sociedade Brasileira de Oncologia Clínica (SBOC) classifica este risco de acordo 

com a Tabela 2 abaixo33: 
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Tabela 2: Diretrizes da SBOC para câncer de mama inicial: definições de categorias 

de risco para recidiva. 

 

No caso das pacientes com risco moderado, existem alguns testes genéticos que 

podem ajudar na decisão de realizar ou não quimioterapia, como por exemplo o 

Oncotype DXR, o qual pode ser aplicado em pacientes com receptores hormonais 

positivos e até três linfonodos axilares comprometidos. São avaliados 21 genes, e 

então atribuído um escore: acima de 31 mostra mais de 30% de risco de recorrência, 

sendo indicada quimioterapia; abaixo de 18 mostra baixo risco, não sendo necessário 

tratamento quimioterápico, e valores intermediários devem ser avaliados 

individualmente34, 35. Outro teste genético semelhante é o MamaprintR , o qual avalia 

70 genes com o mesmo propósito36. 

O câncer de mama apresenta-se sob várias formas, que são diferentes no que se refere 

à agressividade e ao prognóstico. Cerca de 70% dos carcinomas mamários são 
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positivos para receptores de estrogênio, e 50% de progesterona, e a presença ou não 

destes receptores (especialmente o de estrogênio) são de fundamental importância 

tanto para avaliação de prognóstico, tanto para a otimização do tratamento37. Cerca de 

20% de todos os cânceres de mama tem hiperexpressão de receptor do fator de 

crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2), proteína que tem importante papel no 

crescimento e proliferação celular e resultando em um fenótipo mais agressivo. Sua 

positividade é alvo para tratamento específico com trastuzumab38. A proteína Ki67 é 

expressa no núcleo das células, exceto na fase G0. Seu estudo é de bastante 

importância para constatar o prognóstico de vários tipos de câncer, incluindo o de 

mama, sendo que a porcentagem de positividade do Ki67 é diretamente proporcional 

à taxa de proliferação do tumor39. Os tumores de mama que entram na categoria 

chamada de luminal A são aqueles que apresentam receptor hormonal para estrogênio 

ou progesterona positivos, HER2 negativo e índice de proliferação celular 

determinado pelo Ki67 ≤ 14%. Quando o Ki67 for maior que 14%, o tumor é 

considerado luminal B40. No subtipo luminal A de câncer de mama, cada vez mais 

opta-se por endocrinoterapia, já que a adição de quimioterapia prevê mínimo ou 

nenhum beneficio nessas pacientes41. Infelizmente, o subtipo luminal A tem 

prevalência menor em pacientes jovens, as quais costumam apresentar subtipos 

moleculares mais agressivos como tumores triplo negativos ou com superexpressão de 

HER 2 quando comparado com pacientes de idade mais avamçada42. 

Nessas pacientes jovens, as quais ainda apresentam ciclo menstrual, uma das opções 

seria o tratamento com tamoxifeno associado a análogos agonistas do GnRH, o que 

ajuda a tornar a função reprodutiva viável após o término do tratamento43. Trabalho 

publicado em 2016 compara a sobrevida global e livre de doença em mulheres na pré 

menopausa com tumores menores de 5cm sem comprometimento linfonodal axilar 

submetidas a quimioterapia com doxirrubicina e ciclofosfamida seguida de 

tamoxifeno ou submetidas apenas a endocrinoterapia com análogo de GnRH 

associado ao tamoxifeno, não sendo encontrada nenhuma diferença44. 

Na Europa e Canadá, trata-se esses tumores com hormonioterapia adjuvante, mas nos 

Estados Unidos frequentemente a quimioterapia é indicada45.  

Todos os casos devem ser individualizados e discutidos com o mastologista e 

oncologista, visando a melhor abordagem possível para a paciente. 
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Técnicas de preservação da fertilidade 

 

As principais alternativas para preservar a fertilidade em pacientes com câncer de 

mama consistem na criopreservação de embriões, oócitos e tecido ovariano. Devem 

ser considerados, ainda, a opção de supressão da função ovariana com análogos do 

GnRH, concomitantemente à quimioterapia, além de medicamentos inibidores da 

apoptose. 

 

Criopreservação de oócitos 

 

Embora o primeiro relato de gravidez com embrião formado a partir de oócito 

criopreservado tenha mais de 20 anos, a técnica começou a ser mais comumente 

empregada há cerca de dez anos, com a introdução da injeção intracitoplasmática de 

espermatozóide (ICSI) para a fertilização de oócitos criopreservados46, 47. Lee et al. 

registravam, em 2006, aproximadamente 120 nascimentos provenientes de oócitos 

criopreservados, o que, há pouco tempo, ainda classificava a técnica como de caráter 

experimental7. Atualmente, o congelamento pela técnica de vitrificação traz novas 

perspectivas para o procedimento, impondo-se como técnica de melhores resultados, 

em comparação ao congelamento lento48. Entende-se por vitrificação a solidificação a 

uma temperatura abaixo da temperatura de transição vítrea da solução, não por 

cristalização de gelo, mas por extrema elevação da viscosidade, empregando-se taxas 

de resfriamento de -15.000 a -30.000 oC por minuto49. Estudo de Cobo et al. registra 

taxa de sobrevivência de 96,7%, e taxas de gravidez, implantação e gravidez em 

evolução de 65,2%, 40,8% e 47,8% respectivamente50 .Outros estudos encontram 

sobrevivência de 44.7%, fertilização de 75.2% e 147 nascidos vivos de 929 embriões 

transferidos51.  Tais resultados colocam a técnica de vitrificação de oócitos entre as 

mais importantes na preservação da fertilidade em pacientes jovens que serão 

submetidas a tratamento oncológico. Os avanços nas técnicas de criopreservação e as 

novas possibilidades trazidas pela técnica de vitrificação já fazem do congelamento de 
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oócitos um método eficiente para a preservação da fertilidade, que deve ser preferido 

ao congelamento de embriões, quando o objetivo é preservar a fertilidade52. 

Consideramos que a vitrificação oocitária deixa de ser técnica experimental e passa a 

ser procedimento bem estabelecido nas técnicas de reprodução assistida. A associação 

de vitrificação de oócitos e congelamento de tecido ovariano representa estratégia 

importante para essas pacientes52. O congelamento de oócitos apresenta vantagens em 

relação à criopreservação de embriões, tais como a não necessidade de haver um 

parceiro na ocasião do tratamento. Por outro lado, no caso de falência ovariana 

prematura, a criopreservação de oócitos não restaura a função endócrina das gônadas; 

tal fato também acontece na criopreservação de embriões. Questiona-se, igualmente, o 

fato de que para a obtenção de oócitos faz-se necessária a estimulação farmacológica 

dos ovários, o que requer tempo, podendo retardar a quimioterapia, e promove 

elevação nos níveis de estradiol que poderia ser deletéria em alguns tipos de cânceres 

na mulher. Na prática, porém, tais receios parecem ser infundados, pois a estimulação 

ovariana não retarda de modo significante o início da quimioterapia e há métodos de 

se estimular a ovulação sem que os níveis de estradiol atinjam valores excessivamente 

altos53-55. Com relação à segurança, não parece haver maior incidência de anomalias 

em crianças nascidas após descongelamento de oócitos, independente do tempo de 

armazenamento56-58. O congelamento de oócitos imaturos, embora mais resistentes 

aos danos provenientes da criopreservação, é uma técnica que ainda não encontra 

suporte científico para ser oferecida às pacientes desejosas de preservar a fertilidade. 

 

Criopreservação de embriões 

 

Em 1983, Trounson e Mohr demonstraram pela primeira vez que o embrião humano, 

fertilizado e cultivado in vitro poderia ser congelado, descongelado, e capaz de 

produzir o nascimento de uma criança saudável59. Desde então, diferentes tipos de 

protocolos de congelamento e descongelamento foram desenvolvidos, cada um 

específico para os diferentes estágios embrionários. Os embriões podem ser 

congelados no estágio de pronúcleo, clivados (2 a 8 células) ou na fase de 

blastocisto60, 61. A exemplo do que ocorre com a criopreservação de oócitos, 
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resultados animadores vêm sendo obtidos com o uso da vitrificação, especialmente na 

criopreservação de blastocistos62, 51 . 

A criopreservação de embriões, embora tenha sido considerado método de eleição na 

preservação da fertilidade a ser oferecido às pacientes com câncer, perde terreno com 

os progressos da vitrificação de oócitos51. Para a criopreservação de embriões, a 

paciente deve ter um parceiro, ou então recorrer a banco de sêmen. Os problemas 

éticos e legais que podem advir de embriões congelados também não podem ser 

relegados a segundo plano63. 

 

Criopreservação de tecido ovariano 

 

A criopreservação de tecido ovariano pode constituir-se na única opção viável em 

meninas pré-púberes e mesmo em adolescentes e mulheres que não possam ser 

submetidas à estimulação ovariana para a coleta de oócitos. Até pouco tempo tido 

como de caráter experimental, as perspectivas se mostram promissoras; o 

desenvolvimento de novos crioprotetores, como o etilenoglicol, o DMSO e o 

propanediol, proporcionou resultados satisfatórios com gravidezes repetidas em várias 

espécies animais9. Ressalte-se, igualmente, que investigações realizadas em nosso 

meio por Almodin et al., foram de grande importância para a consolidação das 

técnicas de criopreservação de tecido ovariano64, 65. Fragmentos do córtex ovariano 

podem ser obtidos facilmente por laparoscopia. Em uma mulher de 30 anos de idade, 

1,0 mm2 de tecido cortical ovariano possui cerca de 35 folículos primordiais; dessa 

forma, 5 ou 6 fragmentos com uma área total de 110-120 mm2, poderiam 

proporcionar cerca de 4.000 folículos primordiais66. Após o tratamento e a cura do 

câncer, havendo desejo de gravidez, o tecido ovariano poderia ter, como destino, o 

xenotransplante e o autotransplante. Uma das principais preocupações com o 

autotransplante seria a possibilidade de reintrodução de células cancerosas no 

organismo da mulher. Deve ser enfatizado, entretanto, que a maior parte das 

neoplasias que acometem a mulher em idade reprodutiva, não metastiza para os 

ovários, com exceção de alguns tipos de leucemias, linfoma de Burkitt e tumores 
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avançados do cólon e da mama9. Oktay e Yih registram que técnicas de biologia 

molecular e imunoistoquímica devem ser empregadas para rastrear a presença de 

células cancerosas nos ovários67. Essa preocupação levou à verificação da 

possibilidade do xenotransplante. Foi demonstrada a ocorrência de desenvolvimento 

folicular em tecido ovariano humano descongelado e transplantado em rato 

imunodeficiente, mas, além de natural aversão que a técnica pode suscitar, a 

possibilidade de transmissão de infecções cruzadas retrovirais ou alteração do genoma 

humano não podem ser totalmente afastadas9. As possibilidades existentes quanto ao 

autotransplante são duas: o transplante ortotópico e o heterotópico. No primeiro caso, 

o tecido é transplantado no próprio sítio ovariano. No segundo caso, o tecido ovariano 

pode ser transplantado para o tecido subcutâneo do antebraço ou do abdome, e 

embora tenham sido relatadas transferências de embriões, não há relatos de gestações 

em evolução. Digno de nota é o fato de que o desenvolvimento folicular em sítio 

heterotópico não parece ser completamente normal, pois a maioria dos folículos não 

ultrapassa 15 mm em seu maior diâmetro. Fatores como temperatura, ambiente e 

pressão locais no tecido subcutâneo podem ser responsáveis pela má qualidade 

oocitária68. Atualmente, a retirada do córtex de ovário direito, e posterior reimplante 

em ovário esquerdo, parece ser a técnica que oferece os melhores resultados69. Esta 

técnica se mostra bastante promissora, com resultados cada vez mais animadores70.  

Até meados de 2015, foram registrados o nascimento de 60 crianças após 

criopreservação e posterior autotransplante71. 

A preservação e o transplante do ovário inteiro, por meio de anastomose vascular, é 

motivo de muitos estudos em ovelhas; na espécie humana, embora haja relatos 

promissores, a técnica ainda é totalmente experimental e necessita de estudos 

adicionais72, tendo a vitrificação um papel importante também neste método73.  

A associação de criopreservação de tecido ovariano e de oócitos pode aumentar a 

eficiência da preservação da fertilidade. Ressalte-se que quando se faz tal associação 

de métodos, a retirada de tecido ovariano deve ser feita sempre antes da estimulação 

ovariana para coleta oocitária74. 
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Emprego dos análogos do GnRH 

 

O GnRH é o principal regulador hipotalâmico da função reprodutora e atua sobre os 

gonadotropos da hipófise anterior, levando à liberação dos hormônios gonadotrópicos, 

que incluem o hormônio luteinizante – LH, e o hormônio folículo-estimulante – FSH. 

Algumas teorias tentam explicar o possível efeito benéfico da administração do 

análogo de GnRH (GnRH-a) dez dias antes do início e durante o  tratamento 

quimioterápico14. Uma delas seria a diminuição do número de folículos primordiais 

recrutados, os quais são mais vulneráveis à quimioterapia. O bloqueio sobre os 

ovários, mantendo os folículos quiescentes, seria capaz de minimizar os danos 

promovidos pelos quimioterápicos. Além disso, o GnRH-a é capaz de levar a uma 

diminuição na irrigação sanguínea dos ovários, o que dificultaria a distribuição das 

drogas quimioterápicas nas gônadas. O GnRH também regulam moléculas anti-

apoptóticas intragonadais como a esfingosina-1-fosfato protegendo o folículo75, 76.  

Os ensaios clínicos que estudam o efeito do GnRH-a nos ovários durante o tratamento 

quimioterápico são bastante heterogêneos e com diferentes parâmetros de avaliação. 

Apesar das diversas revisões sistemáticas e metanálises sobre o assunto, os resultados 

variam dependendo de quais estudos foram incluídos ou não77. Alguns estudos 

mostram que o seu uso pode ter efeitos benéficos na preservação da função ovariana e 

talvez na recuperação de menstruações regulares após o tratamento quimioterápico, 

mas faltam de evidências conclusivas para comprovar a segurança e eficácia do seu 

uso para a preservação da fertilidade78-80. Outros sugerem que a supressão ovariana 

promovida pelo GnRH-a parece proteger não só contra a falência ovariana reduzindo 

o risco de menopausa precoce, mas também melhorar a fertilidade81, 82, 75.  

Devido às diferentes ações dos diversos quimioterápicos, considera-se que o uso do 

GnRH-a possa ter efeito benéfico na proteção ovariana em alguns esquemas e não 

funcionar ou até mesmo prejudicar os ovários em outros. A ciclofosfamida causa dano 

folicular direto, e o declínio do HAM acelera o recrutamento folicular, esgotando a 

reserva ovariana. Administrado com o GnRH, acontece menos apoptose folicular e 
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não há queda significativa do HAM e, consequentemente, menos recrutamento 

folicular, existindo um efeito protetor. A lesão vascular induzida pela doxorrubicina 

causa a inibição transitória do crescimento folicular e resulta na elevação do fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) como parte do mecanismo de recuperação do 

ovário, manifestando-se posteriormente como neovascularização cortical. A co-

administração de GnRH-a com doxorrubicina, bloqueia a elevação do VEGF, 

comprometendo assim o processo de recuperação vascular do ovário e prolongando o 

comprometimento folicular83. 

As controvérsias continuam, mas, devido a sua natureza não invasiva, a facilidade de 

disponibilidade e na ausência de efeitos negativos dos análogos do GnRH sobre o 

tratamento quimioterápico,  alguns autores sugerem que não há porque não empregá-

los na tentativa de minimizar os efeitos nocivos dos quimioterápicos sobre os 

ovários84. 

Com relação aos análogos antagonistas do GnRH, há evidências de que não 

promovam quaisquer benefícios na preservação da função ovariana, havendo 

inclusive dados experimentais que discutem uma possível ação deletéria dos 

antagonistas sobre os folículos primordiais85.  

A questão dos análogos do GnRH permanece em aberto, seja no que diz respeito aos 

agonistas e, principalmente, aos antagonistas. 

 

Contraceptivos orais 

 

Em estudo retrospectivo incluindo mulheres jovens que passaram por quimioterapia 

gonadotóxica, foi encontrado um possível efeito protetor dos contraceptivos orais; 

porém, estes não foram totalmente eficazes em diminuir a incidência de falência 

ovariana, provavelmente porque o efeito supressor dos mesmos não promove o 

bloqueio completo do eixo hipotálamo-hipofisario, havendo recrutamento folicular no 

ovário sem dominância folicular e ovulação86. Estudo que avaliou níveis de hormônio 

anti-mülleriano em pacientes submetidas à quimioterapia por linfoma de Hodgkin 
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associado à contraceptivos orais ou GnRH-a foi encerrado precocemente após a 

avaliação inicial não mostrar nenhuma proteção em nenhum dos dois grupos, com 

queda do HAM em todas as pacientes87. 

 Não há, no momento, evidências que justifique a administração de contraceptivos 

como quimioprotetores ovarianos. 

 

Inibidores apoptóticos 

 

A apoptose é um fenômeno normal tanto nas células germinativas femininas quanto 

nas masculinas. A programação genética e inúmeras vias celulares estão envolvidas 

neste processo88. Várias drogas quimioterápicas podem ativar estas vias apoptóticas, 

levando à depleção oocitária e à falência ovariana prematura. Os inibidores 

apoptóticos podem ser potencialmente utilizados como uma ferramenta farmacológica 

para parar a apoptose induzida pela quimioterapia ou radioterapia e proteger a 

paciente de uma falência ovariana prematura. Como muitos agentes quimioterápicos 

atuam por meio de apoptose no tumor, ulteriores estudos ainda são necessários para 

estabelecer a efetividade dos inibidores apoptóticos para a preservação da fertilidade e 

assegurar que as taxas de cura do câncer não serão comprometidas89. 

 

Estimulação ovariana em pacientes com câncer de mama 

 

Para a coleta de oócitos destinados ou a criopreservação ou à formação de embriões 

para serem criopreservados, faz-se necessária a estimulação farmacológica da 

ovulação. Tal fato pode suscitar dúvidas em pacientes com câncer de mama, pelo 

tempo necessário à estimulação ovariana e nas pacientes que apresentam tumores com 

receptores estrogênicos positivos, pois a estimulação ovariana eleva os níveis de 

estradiol a valores suprafisiológicos. Com relação ao tempo necessário para a coleta 

de oócitos, verifica-se que as mulheres que são encaminhadas rapidamente a um 
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centro de reprodução humana não retardam de modo significante o início do 

tratamento oncológico53.  

 Não há evidências de que a estimulação ovariana empregada para coleta oocitária 

agrave o prognóstico do câncer de mama, e tal fato não deve se constituir em contra-

indicação em mulheres jovens com doença inicial que desejem preservação da 

fertilidade, desde que sejam utilizados esquemas apropriados90, 91. Esses esquemas de 

estimulação ovariana, para minimizar os possíveis riscos nessas mulheres, 

compreendem gonadotropinas associadas a agentes que diminuem as concentrações 

de estrogênios, como o tamoxifeno e os inibidores da aromatase92. Os inibidores da 

aromatase são de primeira escolha, pois levam a níveis de estradiol mais baixos 

quando comparados ao tamoxifeno92. Dessa forma, os inibidores da aromatase são as 

principais drogas coadjuvantes na estimulação ovariana em mulheres com câncer de 

mama, especialmente o letrozol, que tem o efeito de potencializar a resposta ovariana 

diminuindo significativamente os níveis de estradiol91, 93. O letrozol deve ser 

empregado concomitantemente às gonadotropinas, na dose de 5,0 mg diários por via 

oral, até o dia da maturação folicular final91. Atualmente, no Centro de Referência da 

Saúde da Mulher – Hospital Pérola Byington, o letrozol e o tamoxifeno são 

associados em pacientes com indicação de quimioterapia neoadjuvante com receptor 

hormonal positivo, enquanto o letrozol é utilizado sempre, inclusive em nos tumores 

com receptor hormonal negativo. A estimulação ovariana pode ser feita empregando-

se de 150 a 300 UI de FSH recombinante ou de hMG altamente purificado, em 

associação com 5,0 mg diários de letrozol por via oral, até o dia da maturação 

folicular final. A prevenção da liberação extemporânea de LH deve ser feita com 

antagonistas do GnRH. A estimulação ovariana pode ser iniciada em qualquer dia do 

ciclo menstrual, não sendo necessário aguardar o início da menstruação para o 

tratamento94. Isso é possível, pois em mulheres em idade reprodutiva, duas ou três 

ondas de folículos antrais acontecem durante cada intervalo interovulatório no ciclo 

menstrual, e quando os folículos atingem a fase de antrais, se tornam susceptíveis as 

gonadotropinas95. 
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A presente investigação tem objetivo apresentar os resultados obtidos em pacientes 

com câncer de mama submetidas a programa de criopreservação de oócitos por meio 

de protocolos específicos de estimulação ovariana controlada.  

 

 

 Objetivos específicos 

 

1- Avaliar o número de oócitos coletados e o número de oócitos criopreservados; 

2- Avaliar a duração do tratamento de estimulação ovariana controlada; 

3- Avaliar a dose total de gonadotropinas utilizada nos protocolos de EOC; 

4- Avaliar os níveis séricos de estradiol no dia da maturação folicular final; 

5- Comparar esses parâmetros de acordo coma fase do ciclo menstrual em que se 

iniciou a estimulação; 

6- Realizar as mesmas avaliações, separadamente, nas pacientes submetidas a 

quimioterapia neoadjuvante 
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Para o cálculo amostral, foi realizado um estudo de prevalência de variáveis 

explanatórias da amostra representativa. 

Uma vez que os dados foram coletados em um centro de referência em reprodução 

assistida, e um dos poucos que oferecem gratuitamente a possibilidade de preservar o 

potencial reprodutivo da mulher que irá se submeter a tratamento citotóxico, supõe-se 

que o plano amostral tende a ser probabilístico.  

Cerca de 6% dos cânceres de mama acontecem em mulheres abaixo dos 40 anos4, 96.  

Admitindo que cerca de metade das pacientes cogitaria uma gestação após o 

tratamento de uma neoplasia maligna5, o valor de taxa de prevalência (P) para o 

calculo amostral é de 3%. Considerando o intervalo de confiança de 95% (IC95%) e 

erro determinístico (Erro) de 5%, calcula-se o tamanho mínimo de amostra com a 

seguinte equação97, 98: 

 
 

O tamanho mínimo amostral é de 45. 

Foram avaliadas 109 pacientes com câncer de mama e com desejo de manter a função 

reprodutiva após o tratamento oncológico, submetidas à criopreservação de oócitos 

por meio de protocolos específicos, que incluem: 

1. Início aleatório, começando-se a estimulação em qualquer dia do ciclo 

menstrual, para se evitar demora indesejável no início da quimioterapia; 

2. Associação de um inibidor de aromatase,o letrozol, para diminuir as altas 

concentrações de estradiol consequentes à EOC; 

3. Associação de tamoxifeno e heparina de baixo peso molecular, nos casos de 

quimioterapia neoadjuvante; 

4. Desencadeamento da maturação folicular final com análogo agonista do 

GnRH, visando a prevenção da síndrome da hiperestimulação ovariana. 

Os protolocos utilizados para a EOC estão resumidos na tabela abaixo: 
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Figura 1 – Diferentes protocolos de EOC individualizados para cada paciente deste 

estudo: 
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Os parâmetros avaliados foram: 

1. A duração, em dias, da EOC; 

2. O número de oócitos coletados; 

3.  O número de oócitos maduros (metáfase II), que foram criopreservados; 

4. A dose total de gonadotropinas utilizada; 

5. Os níveis de estradiol no dia do desencadeamento da maturação folicular. 

Esses resultados foram também avaliados comparando-se a fase do ciclo menstrual 

em que a EOC foi iniciada, a saber, fase folicular inicial, fase folicular tardia e fase 

lútea. 

Além da análise de todos os 109 ciclos de EOC, foram avaliados separadamente os 40 

casos de EOC na quimioterapia neoadjuvante, cujo protocolo prevê a administração 

do tamoxifeno associado ao letrozol, além da administração profilática de 

enoxaparina. 

O método estatístico utilizado foi o modelo de regressão logística multinomial, 

considerando p<0.05 para significância estatística. 
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O presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética em pesquisa do Centro de 

Referência da Saúde da Mulher, tendo sido aprovado em 29 de outubro de 2014, sob o 

número 848.880 (ver anexo).  
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Os resultados e a discussão são apresentados nos manuscritos submetidos à 

publicação, que se encontram no capítulo a seguir.   
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Abstract 

 

The authors present a novel and specific controlled ovarian stimulation protocol for 

fertility preservation in women with estrogen-positive receptor breast cancer 

undergoing neoadjuvant chemotherapy. The protocol foresees random start ovarian 

stimulation and the use of letrozole associated to tamoxifen, in order to protect the 

patient by two different mechanisms of action: diminishing estradiol levels with the 

aromatase inhibitor and competition in the estradiol receptors by tamoxifen. Aiming 

at preventing venous thromboembolism, a prophylactic dose of high molecular weight 

heparin was administered throughout ovarian stimulation. Forty breast cancer patients 

were included in the study.  The mean age of patients was 30.43±4.25 years. Nineteen 

women commenced COS in the luteal phase, eleven in the early follicular phase and 

ten in the late follicular phase. The mean number of collected oocytes was 11.78±9.12 

and the mean number of vitrified oocytes was 9.72±7.36. The mean duration of COS 

was 10.03±1.33 days. The mean estradiol concentrations on the triggering day were 

623.10±441.27, and the mean dose of gonadotropins administered was 2540±713.10. 

The authors suggest that the protocol is efficient and may be a good option for oocyte 

vitrification in these patients. 

 

Keywords: breast cancer; fertility preservation; random-start ovarian stimulation; 

letrozole; tamoxifen. 
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Introduction 

 

Breast cancer is the most common malignancy in adult women, and in the United 

States, 5%–7% of cases of invasive breast cancer (~11,000/year) occur in women who 

are under age 40 at diagnosis (Kim et al., 2011). Given the advent of early breast 

cancer diagnosis and effective cancer treatments, survival rates following breast 

cancer are increasing, with a 5-year survival rate over 80% (Hickey et al., 2009; 

Morgan et al.,2010). This fact justifies the concern about chemotherapy-related 

gonadal toxicity in women with reproductive wishes. Chemotherapy treatment may 

have deleterious effects on the ovarian reserve, by affecting the resting pool of 

primordial follicles or the growing follicle population (Morgan et al., 2010). Given 

that, it is important to consider early referral of breast cancer young patients to 

fertility specialists, in order to discuss fertility preservation procedures (von Wolff et 

al., 2015; Srikanthan et al, 2016). Among these, medical ovarian protection, ovarian 

tissue cryopreservation, oocytes or embryos cryopreservation are the most common 

fertility preservation strategies (Sonmezer and Oktay, 2006; de Pedro et al., 2015; 

Lambertini et al., 2016). As occurs in conventional in vitro fertilization (IVF) 

techniques, to obtain oocytes or embryos for cryopreservation, controlled ovarian 

stimulation (COS) is the first step to be considered. Performing COS in breast cancer 

patients prior to surgery may promote concerns about the risks of delaying 

chemotherapy treatment and exposing a breast cancer patient to high estradiol levels 

consequent to multiple follicle development, mainly in hormone-receptor positive 

tumors (Azim et al., 2008). To mitigate the effect of high estradiol levels, the use of 

aromatase inhibitors has been demonstrated to be safe and efficient (Reddy and 

Oktay, 2012; Checa-Vizcaino et al.,2012). In this serie of cases, we performed COS in 

estrogen-receptor positive breast cancer patients undergoing neoadjuvant 

chemotherapy, and we proposed the concomitant administration of letrozole and 

tamoxifen with gonadotropins, which may be a safe approach in such type of cancers. 

It is possible that their different mechanisms of action would be complementary, with 

the aromatase inhibitor decreasing the estrogen level and thus allowing tamoxifen to 

function more effectively as a competitive inhibitor with estradiol. In order to mitigate 

thromboembolic event, which is a serious complication of cancer (Brand et al., 2016), 
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and which can be exacerbated by the use of tamoxifen (Anderson and Weitz, 2010) 

we proposed the prophylactic use of a low molecular weight heparin, enoxaparin, 

administered on a daily basis, throughout ovarian stimulation. 

The present investigation has the intention to present the results obtained in those 

patients with estrogen positive breast cancer submitted to the specific protocol of 

controlled ovarian stimulation to oocyte cryopreservation. 

 

Material and Methods 

 

This is an observational cross sectional study of breast cancer patients undergoing 

COS for fertility preservation in a tertiary public hospital. Between November 2014 

and December 2016, forty women with hormone-receptor positive breast cancer and 

indication of neoadjuvant chemotherapy underwent random start COS for fertility 

preservation, in a public IVF center in Sao Paulo, Brazil. The patients were divided in 

three groups, according to the phase of the menstrual cycle:   

Initial Follicular Phase Group (IFP, n= 11): the COS was initiated in the beginning of 

the follicular phase, in which a dominant follicle (>10 mm) was not detected. 

Late Follicular Phase Group (LFP, n=19): the COS was initiated in the late follicular 

phase, in the presence of a dominant follicle > 10 mm; 

Luteal Phase Group (LP, n=10): the COS was initiated in the luteal phase, with 

ultrasound evidence of follicular rupture and (or) an endometrium of secretory 

pattern.   

COS was performed either with recombinant FSH or hMG, in a daily dose of 150-300 

IU. The gonadotropin starting dose was chosen according to the antral follicle count: 

150 IU daily with ≥ 15 antral follicles, 225 IU daily with <15≥10 antral follicles and 

300 IU daily with < 10 antral follicles.  When COS was initiated in the late follicular 

phase, with the presence of a follicle > 10 mm, a GnRH antagonist was introduced 

concomitantly with the gonadotropin; otherwise, the antagonist was introduced in the 

presence of a follicle ≥ 13 mm. Concomitantly with COS, letrozole in a dose of 5 mg 

and tamoxifen in a dose of 20 mg were given orally on a daily basis. Enoxaparin was 

given daily in a dose of 40 mg subcutaneously, as a prophylactic measure. The trigger 

was performed with 0.2 mg of triptorelin, in the presence of follicles ≥19 mm. Oocyte 

retrieval was scheduled 35-36 hours after triptorelin injection. After the oocyte 

retrieval, the patients discontinued any medication. Our main outcome measures were 
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the number of oocytes collected and number of oocytes vitrified, the length of ovarian 

stimulation, total dose of gonadotropins administered, and levels of estradiol on the 

day of the trigger. The secondary outcome measure was to determine whether there 

are differences in the outcomes according to the phase of the cycle in which COS was 

initiated.  

 

Criteria of inclusion and exclusion 

Patients diagnosed with hormone-positive breast cancer and indication of neoadjuvant 

chemotherapy were included in this investigation. Patients with advanced and 

metastatic disease, and with age > 40 years were not included in the fertility 

preservation program. 

 

Ethics 

This research was approved by the Committee of Ethics in Research of the Women’s 

Health Reference Center, in Sao Paulo, on 29 October 2014, under the number 

848.880. 

 

 

 

Statistical analysis 

The statistical model applied was the multinomial logistic regression.  The level of 

statistical significance was considered to be a p-value of less than 0.05. 

 

 

 

 

 

 

Results   

 

This study included 40 patients with hormone receptor positive breast cancer 

undergoing neoadjuvant chemotherapy. The mean age of patients was 30.43±4.25 

years (range, 21-39). The average duration of COS was 10.03±1.33 days (range, 8-

13). In all 40 patients it was collected 459 oocytes. Of these, 399 (86.92%) were in 



- 35 - 
 

metaphase II and were vitrified. The remainder were in metaphase I or germinal 

vesicle stage, and were discarded. The mean number of collected oocytes was 

11.78±9.12 (range,1-38) and the mean number of vitrified oocytes was 9.72±7.36 

(range, 0-34). The mean total dose of FSH administered was 2540.00±713.10 IU, and 

the mean estradiol concentrations on the triggering day were 623.10±441.27 pg/mL. 

Nineteen women commenced COS in the luteal phase (LP), eleven in the initial 

follicular phase (IFP) and ten in the late follicular phase (LFP). When comparing the 

outcomes according to the phase of the cycle in which COS was commenced, there 

were no significant differences in the number of oocytes collected and vitrified, 

ovarian stimulation length, total dose of gonadotropin administered and estradiol 

levels on the trigger day phase. The results are shown in Table 1. In figure 1, the box 

plots graphs show the overall mean values, standard deviation and outliers of the 

mean values. 

 

Discussion 

 

Embryo and oocyte cryopreservation are the most established methods of fertility 

preservation, although ovarian tissue cryopreservation has been demonstrated to be an 

useful option (van der Ven et al., 2016). Regarding oocyte cryopreservation, it was 

shown that women treated of breast cancer who have their oocytes vitrified before 

chemotherapy have good IVF performance and good obstetric outcomes, when 

compared to age-matched patients (Martinez et al., 2014). To perform embryos or 

oocytes cryopreservation, COS is the first step to be considered. Regarding this issue, 

some concerns may emerge, such as delaying chemotherapy treatment and exposing a 

breast cancer patient to high estradiol levels, particularly when the tumor is present, as 

occurs in the cases of neoadjuvant chemotherapy. The stimulation required for oocyte 

retrieval could delay oncologic treatment, given that the conventional COS may 

require up to 6 weeks to be concluded,  if  initiated in the beginning of the follicular 

phase. Random-start ovarian stimulation, which means initiating COS immediately, 

regardless of the patient’s menstrual-cycle phase, has become a well-established 

approach in fertility preservation strategies, allowing oocyte retrieval in no more than 

two weeks, in the majority of the cases (Cakmak and Rosen, 2015; Mangili et al., 

2016). Currently, random-start ovarian stimulation is routinely and successfully 

employed for emergency IVF (Rashidi et al., 2014; Kim et al., 2015; Robertson et al., 
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2016), and the outcome of ovarian stimulation seems to be similar after stimulation 

initiation during any phase of the menstrual cycles (von Wolff et al., 2016). Recently, 

it was reported that the formation of euploid blastocyst does not depend on the phase 

of the cycle in which ovarian stimulation commences (Ubaldi et al., 2016). Even 

though we did not perform more than one ovarian stimulation in our study, random 

start leads to the possibility for some patients to undergo more than one COS cycles 

before chemotherapy, aiming at obtaining a greater number of cryopreserved oocytes.  

Another concern might be the high estradiol levels consequent to ovarian stimulation, 

particularly in hormone-positive breast cancer patients undergoing neoadjuvant 

chemotherapy. In order to reduce estradiol concentrations, ovarian stimulation with 

aromatase inhibitors has been proved to be an efficient procedure (Reddy and Oktay, 

2012). Recent publications also confirm that the adjuvant therapy with letrozole, 

throughout the duration of the COS, is a safe and efficient approach (Domingo e 

Garcia-Velasco, 2016; Kim et al., 2016; Pereira et al., 2016). The most employed 

aromatase inhibitor in ovarian stimulation protocols is letrozole, which has been 

proved to be more efficient than anastrozole for this purpose (Azim et al., 2007). 

Another option to decrease estradiol levels could be the protocol performing profound 

LH suppression by high and sustained GnRH antagonist dosis, which maintains 

estradiol levels around the physiological range (Adda-Herzog et al., 2014). This 

approach, however, has the inconvenient of the high cost due to the elevated daily 

dose of the GnRH antagonist. When the indication is neodjuvant chemotherapy, and 

the cancer is hormone-receptor positive, the concerns about estradiol levels augment, 

because of the presence of the tumor during ovarian stimulation. In this study, we 

present a specific COS for patients undergoing neoadjuvant chemotherapy. Besides 

the use of letrozole, we also propose the administration of tamoxifen, which is a 

selective estrogen receptor modulator with antagonist effect on the breast. The use of 

letrozole together with tamoxifen may protect the patient by two different 

mechanisms of action: diminishing estradiol levels with the aromatase inhibitor and 

by competition in the estradiol receptors by tamoxifen. As well as letrozole, it was 

already demonstrated that tamoxifen can be safely employed to perform ovarian 

stimulation in breast cancer patients (Oktay et al., 2003). The risk of thromboembolic 

complications can be minimized by the prophylactic use of a low molecular weight 

heparin, enoxaparin, in a daily basis. Being so, the random start COS prevents the 

delay to start chemotherapy, and the concomitant use of letrozole and tamoxifen may 
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help to make the procedure safer. Furthermore, we propose the administration of 

enoxaparin to prevent venous thromboembolism. The use of GnRH agonist to 

trigger final oocyte maturation avoids the occurrence of hyperstimulation ovarian 

syndrome, which is an important complication of ovarian stimulation, making the 

procedure safer (Thomsen and Humaidan, 2015). There is no place for hCG trigger in 

COS for cryopreservation of oocytes or embryos. Our results showed an adequate 

number of oocytes retrieved and cryopreserved, with relative low concentrations of 

estradiol and without occurrence of any complications. The mean estradiol 

concentrations observed with this protocol (623.10±44.27 pg/mL) was considerably 

lower than in conventional COS for IVF, considering that serum estradiol levels 

during COS are increased by 10-fold compared with those of natural cycles (Joo et al., 

2010). Regarding the outcomes evaluated, it was not observed any statistically 

significant difference among the three groups studied (IFP, LFP and LP). In 

performing COS with this specific protocol, we observed a high rate of oocyte 

maturity (86.92%) even considering that in fertility preservation procedures we 

generally aspirate all follicles, including those very small which would be ignored in a 

conventional IVF treatment. It was also observed that some patients, although young, 

have a poor response to ovarian stimulation. In a 34-year-old patient, we retrieved 

only one immature oocyte, and vitrification was not possible. It was previously 

registered that the number of oocytes retrieved in breast cancer patients with BRCA1 

mutations is significantly lower compared to BRCA negative and untested patients 

(Oktay et al., 2009). On the other hand, it was recently described that women with 

gynecological cancer have less number of retrieved mature oocytes compared with 

hematological diseases and breast cancer patients (Alvarez and Ramanathan, 2016). 

Interestingly, it was also recently reported that both healthy and cancer-affected 

BRCA mutation women have normal response to COS in IVF cycles (Shapira et al., 

2015). However, the outcomes observed in this investigation were comparable to 

conventional IVF results, with significant lower estradiol levels. Obviously, women 

affected with BRCA mutations may have concerns about transmission of the mutation 

to offspring. In these cases, preimplantation genetic diagnosis to avoid the birth of 

affected offspring is ethically acceptable (The Ethics Committee of the American 

Society for Reproductive Medicine, 2005). We postulate that the administration of 

tamoxifen, concomitantly with letrozole, can also provide an additional safeness to 

the procedure, by competing with estrogen receptors. The results of this investigation 
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suggest that a specific protocol of ovarian stimulation for fertility preservation in 

women with hormone-receptor positive breast cancer undergoing neoadjuvant 

chemotherapy, may be an effective procedure.  
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Table 1. Outcomes in 40 breast cancer patients undergoing COS for fertility 

preservation prior to neodjuvant chemotherapy  

 

 
 All patients IFP LFP LP P-value 

 (n = 40) (n = 11) (n = 10) (n = 19)  

Age (years) 30.43 ± 4.25 30.73 ± 3.52 31 ± 5.25 29.95 ± 4.24 NS 

       

Collected oocytes 

 

Vitrified Oocytes  

11.78±9.12 

 

9.72 ±7.36 

9.18±6.0 

 

8.27 ±5.37 

10.90±10.77 

 

7.90 ±6.44  

13.74±9.67 

 

11.53 ±8.61 

NS 

 

NS 

      

Days of stimulation 10.03±.33 10.00±1.41 9.70±.49 10.21±1.23 NS 

      

FSH/hMG total dose (IU) 2,540 ±713.1 2,677 ±544.3 2,260 ±706.6 2608 ±792.2 NS 

      

Estradiol Levels (pg/mL) 623.1 ±441.2 783.0 ±411.7 661.7 ±666.7 510.2 ±274.8 NS 

 

Data are expressed as mean±SD. 

IFP: initial follicular phase. LFP: late follicular phase. LP: luteal phase. 

The limit of significance is a P value ≤ 0.05 
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Figure 1.  Box plot graph showing the results of random-start ovarian stimulation. The 

graph illustrates the median (inner black line), the upper and lower quartiles (the box) 

and outliers.  
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Abstract 

 

Context and objective: Breast cancer is the most common malignancy in adult 

women. Given the advent of early breast cancer diagnosis and effective cancer 

treatments, survival rates following breast cancer are increasing, with over 80% of 

patients alive at 5 years. In order to preserve quality of life of these women, fertility 

preservation procedures should be offered to young women with reproductive wishes.  

Oocyte cryopreservation is the most preferred method of fertility preservation, and 

controlled ovarian stimulation is the first step to be considered. Being so, some 

concerns may emerge, such as delaying chemotherapy treatment and exposing a 

breast cancer patient to high estradiol levels consequent to multiple follicle 

development. The present investigation has the purpose to present a specific protocol 

of controlled ovarian stimulation (COS) for fertility preservation in breast cancer 

patients. 

Design: Observational cross sectional study in a public in vitro fertilization center of a 

tertiary hospital. 

Methods: From November 2014 to December 2016, we studied 109 COS to retrieve 

oocytes for fertility preservation in breast cancer patients. The specific protocols 

presented in this study foresee the random-start ovarian stimulation, the use of an 

aromatase inhibitor and the trigger of final oocyte maturation with a GnRH agonist 

analog. The endpoints were number of oocytes retrieved and number of mature 

oocytes cryopreserved, total number of days of ovarian stimulation, total dose of 

gonadotropin administered, and estradiol levels on the day of the trigger. The 

outcomes were also analysed according to the phase of the cycle in which COS had 

commenced. 

Results: The mean age of patients was 31.27±4.22 years. The average duration of 

COS was 10.0±1.39 days. The mean number of collected oocytes was 11.62±7.96 and 

the mean number of vitrified oocytes was 9.60±6.87. The mean estradiol 

concentrations on the triggering day was 706.30±450.48 pg/mL, and the mean dose of 

FSH administered was 2610.00±716.51 IU.  When comparing the outcomes according 

to the phase of the cycle in which COS was commenced, there were no significant 

differences in the number of oocytes collected and vitrified, ovarian stimulation 

length and estradiol levels on the trigger day. The reference for the outcomes was the 

initial follicular phase, which is the phase for conventional ovarian stimulation. It was 
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observed a statistically decrease of the total FSH/hMG dose administered in the 

groups starting COS in the late follicular phase and in the luteal phase, when 

compared to the initial follicular phase 

Conclusions: the results of our investigation suggest that oocyte or embryos 

cryopreservation with a specific protocol for breast cancer patients, based in random 

start ovarian stimulation, is effective and safe, and may be offered to young women 

undergoing oncologic treatment who have concerns related to their reproductive 

future. 

 

Keywords 

Fertility preservation. Breast neoplasms. Drug therapy.  Ovulation induction. 

Cryopreservation. 
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Resumo 

 

Contexto e objetivo: O câncer de mama é a neoplasia maligna mais comum na mulher 

adulta. Com o advento do diagnostico precoce e de tratamentos eficazes, as taxas de 

sobrevivência superam 80% em cinco anos, o que leva a questionamentos sobre 

preservação da fertilidade nas mulheres em idade reprodutiva. A criopreservação de 

embriões e oócitos são os métodos mais utilizados de preservação da fertilidade, e a 

estimulação ovariana controlada é o primeiro passo a ser considerado. O atraso na 

quimioterapia e os altos níveis de estradiol consequentes ao desenvolvimento folicular 

múltiplo podem ser motivos de preocupação. A presente investigação tem por 

objetivo apresentar um protocol específico de estimulação ovariana controlada (EOC) 

para preservação da fertilidade em pacientes com câncer de mama. 

Tipo de estudo e local: Estudo observacional transversal em um centro público de 

fertilização “in vitro” de um hospital terciário. 

Métodos: Entre novembro de 2014 e dezembro de 2016 foram estudados 109 ciclos 

de EOC para coleta de oócitos em mulheres com câncer de mama. O protocolo 

específico apresentado considera o início aleatório, o uso de um inibidor da aromatase 

e o desencadeamento da ovulação com um análogo agonista do GnRH. Os parâmetros 

avaliados foram o número de oócitos coletados e o número de oócitos 

criopreservados, a duração da estimulação ovariana, a dose total de gonadotropinas 

empregada e os níveis de estradiol no dia do desencadeamento da ovulação. Os 

resultados foram analisados em função da fase do ciclo em que se iniciou a 

estimulação.  

Resultados: A média da idade das pacientes foi 31.27±4.22 anos. A duração média da 

EOC foi 10.0±1.39 dias. O número médio de oócitos coletados foi 11.62±7.96 e o 

número médio de oócitos vitrificados foi 9.60±6.87. A média das concentrações de 

estradiol no dia do desencadeamento da ovulação foi 706.30±450.48 pg/mL, e a dose 

média de gonadotrpinas administrada foi de 2610.00±716.51 UI. Comparando-se os 

resultados de acordo com a fase do ciclo em que EOC foi iniciada, não se observou 

diferenças estatisticamente significantes no número de oócitos coletados e 

vitrificados, duração da EOC e níveis de estradiol no dia do desencadeamento da 

ovulação. A fase de referência para comparação dos resultados foi a fase folicular 

inicial, como ocorre na estimulação ovariana convencional. Observou-se uma 
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diminuição estatisticamente significativa na dose total de FSH/hMG administrada nos 

grupos em que se iniciou a EOC nas fases folicular final e fase lútea, quando 

comparadas à fase folicular inicial. 

Conclusões: Os resultados desta investigação sugerem que a criopreservação de 

oócitos ou embriões empregando um protocolo específico para pacientes com câncer 

de mama é procedimento eficaz, e pode ser oferecido para mulheres jovens que serão 

submetidas a tratamento oncológico e desejam um futuro reprodutivo. 

 

 

 

Palavras chave 

Preservação da fertilidade. Neoplasias da mama. Estimulação ovariana. 

Quimioterapia. Criopreservação. 

 

 

 

Introduction  

 

With improved cure rates of cancer in young patients, a greater attention has been 

focused in fertility preservation procedures. Hematologic cancers and other 

malignancies that strike young people may be in the 90% to 95% range of five-year 

survival rate1. Breast cancer is the most common malignancy in adult women. In 

Brazil, the National Cancer Institute (INCA) estimates that in 2016 there were 57,960 

new cases of breast cancer2. In the United States, 5%–7% of cases of invasive breast 

cancer (~11,000/year) occur in women who are under age 40 at diagnosis3. Given the 

advent of early breast cancer diagnosis and effective cancer treatments, survival rates 

following breast cancer are increasing, with over 80% of patients alive at 5 years4,5. 

This fact justifies the concern about chemotherapy-related gonadal toxicity in women 

with reproductive wishes. Chemotherapy treatment may have deleterious effects on 

the ovarian reserve, by affecting the resting pool of primordial follicles or the growing 

follicle population4,6. Moreover, about two-thirds of women under 40 present with a 

hormone-positive receptor cancer, and are candidates to receive a ten-year treatment 

regimen with tamoxifen7. In order to preserve quality of life of these women, fertility 

preservation procedures should be offered to them. Given that, it is important to 
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consider early referral of breast cancer young patients to fertility specialists, in order 

to discuss fertility preservation procedures8,9. Among these, medical ovarian 

protection, ovarian tissue cryopreservation, oocytes or embryos cryopreservation are 

the most common fertility preservation strategies7,10. Embryo and oocyte 

cryopreservation are the most preferred methods of fertility preservation, although 

ovarian tissue cryopreservation has been demonstrated to be an useful option11. To 

perform embryos or oocytes cryopreservation, controlled ovarian stimulation (COS) is 

the first step to be considered. Regarding COS, some concerns may emerge, such as 

delaying chemotherapy treatment and exposing a breast cancer patient to high 

estradiol levels consequent to multiple follicle development. COS is required for 

oocyte retrieval, which could delay oncologic treatment, given that the conventional 

COS, initiated in the beginning of the follicular phase, may require up to 6 weeks to 

be concluded. Random start ovarian stimulation, which means initiating COS 

immediately, independently of menstrual cycle day, has become a well established 

approach in fertility preservation strategies, allowing oocyte retrieval in no more than 

two weeks, in the majority of the cases. Moreover, the outcome of random-start 

ovarian stimulation seems to be similar after stimulation initiation during any phase of 

the menstrual cycles12,13. Another concern might be the estradiol levels consequent to 

ovarian stimulation. In order to decrease estradiol concentrations, it is recommended 

the adjuvant therapy with an aromatase inhibitor, letrozole, throughout the lenght of 

the COS. Ovarian stimulation with aromatase inhibitors has been proved to be an 

efficient procedure14-16. In neoadjuvant chemotherapy for hormone-receptor positive 

cancers, besides the use of letrozole, we propose the administration of tamoxifen 

during ovarian stimulation. In order to prevent thromboembolic complications, 

patients are given a prophylactic dose of low molecular weight heparin. Aiming at 

preventing ovarian hyperstimulation syndrome, which is an important complication of 

ovarian stimulation, it is mandatory to avoid hCG for triggering  final follicular 

maturation, and employ routinely a GnRH agonist for this purpose17,18. These 

approaches regarding ovarian stimulation for breast cancer patients could make the 

procedure more efficient and safer aiming at cryopreservation of oocytes or embryos. 

In this serie of cases we report the outcome of  specific protocols of COS for breast 

cancer patients and  compare the outcomes of random start approach  according to the 

phase of the cycle of initiation of  stimulation.  
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Material and Methods 

 

This is an observational cross sectional study including breast cancer patients 

undergoing COS for fertility preservation in a tertiary public hospital. From 

November 2014 to December 2016, we studied 109 random start COS to retrieve 

oocytes for fertility preservation in cancer patients.  The cycles of COS were divided 

in three groups, according to the phase of the menstrual cycle: 

Initial Follicular Phase Group (IFP, n= 42): the COS was initiated in the beginning of 

the follicular phase, in which was not observed a dominant follicle > 10mm; 

Late Follicular Phase Group (LFP, n=20): the COS was initiated in the late follicular 

phase, in the presence of a dominant follicle > 10 mm; 

Luteal Phase Group (LP, n=47): the COS was initiated in the luteal phase, with 

ecographic evidence of follicular rupture and (or) an endometrium of secretory 

pattern.   

The specific COS in the patients with breast cancer was performed either with 

recombinant FSH or urinary hMG, in a daily dose of 150-300 IU. The gonadotropin 

starting dose was chosen according to the antral follicle count: 150 IU daily with ≥ 15 

antral follicles, 225 IU daily with <15≥10 antral follicles and 300 IU daily with < 10 

antral follicles. Letrozole was started concomitantly with gonadotropins, in the dose 

of 5 mg in a daily basis, independently of immunohistochemistry of the tumor. 

Pituitary suppression to prevent a premature LH surge was carried out with a daily 

dose of 0.25 mg of a GnRH antagonist.  When COS was initiated in the late follicular 

phase, with the presence of a follicle > 10 mm, the GnRH antagonist was introduced 

concomitantly with the gonadotropin; otherwise, the antagonist was administered in 

the presence of a follicle ≥ 13 mm. In cases of neoadjuvant chemotherapy, we 

associate tamoxifen 20 mg orally in a daily basis, and we perform the prevention of 

thromboembolic complications with a prophylactic dose of low molecular weight 

heparin, enoxaparin    40 mg administered subcutaneously in a daily basis. During 

ovarian stimulation, ultrasound scans were performed every 48 hours. Final follicular 

maturation was performed with 0.2 mg of triptorelin, in the presence of follicles ≥ 19 

mm, and oocyte retrieval was carried out transvaginally under ultrasound guidance, 

35-36 hours later. The endpoints of the study were number of oocytes retrieved and 

number of mature oocytes cryopreserved, total number of days of ovarian stimulation, 

total dose of gonadotropin administered, and estradiol levels on the day of the trigger. 
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The outcomes were also analysed according to the phase of menstrual cycle in which 

ovarian stimulation was initiated. 

Criteria of inclusion 

Patients diagnosed with breast cancer and probable indication of neoadjuvant or 

adjuvant chemotherapy; 

Patients with reproductive wishes after cancer treatment; 

Age ≤ 40 years. 

Criteria of exclusion 

 Patients with advanced and methastatic disease, and with age > 40 years were not 

included in the fertility preservation program. 

 

Ethical Aspects 

This research was approved by the Committee of Ethics in Research of the Women’s 

Health Reference Center, in Sao Paulo, on 29 October 2014, under the number 

848.880.  

Statistical analysis 

The statistical model applied was the multinomial logistic regression.  The level of 

statistical significance was considered to be a p-value of less than 0.05. 

 

 

Results   

This study included 109 breast cancer patients undergoing ovarian stimulation for 

oocyte cryopreservation. 42 women commenced COS in the luteal phase (LP), 20 in 

the initial follicular phase (IFP) and 47 in the late follicular phase (LFP). The mean 

age of patients was 31.27±4.22 years. The average duration of COS was 10.0±1.39 

days. The mean number of collected oocytes was 11.62±7.96 and the mean number of 

vitrified oocytes was 9.60±6.87. The mean estradiol concentrations on the triggering 

day was 706.30±450.48 pg/mL, and the mean dose of FSH administered was 

2610.00±716.51 IU. The results are shown in Table 1. When comparing the outcomes 

according to the phase of the cycle in which COS was commenced, there were no 

significant differences in the number of oocytes collected and vitrified, ovarian 

stimulation length and estradiol levels on the trigger day. The reference for the 

outcomes was the initial follicular phase, which is the phase for conventional ovarian 

stimulation. It was observed a statistically decrease of the total FSH dose 
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administered in the groups starting COS in the late follicular phase and in the luteal 

phase, when compared to the initial follicular phase. Prevalence ratio and multinomial 

logistic regression analysis results regarding general characteristics of the cycles are 

shown in table 2. In figure 1, the box plots graphs show the overall mean values, 

standard deviation and outliers of the mean values. 

 

Discussion 

The modern cancer treatments, including surgery, chemotherapy and radiotherapy, 

have improved cure rates, and the decline in mortality is more remarkable in women 

aged < 50 years10. Nevertheless, gonadal toxicity consequent to cancer therapy may 

lead to impaired reproductive function in younger patients, so that procedures aiming 

at preserving the reproductive potential are desired. Quality of life is an important 

issue to be considered in cancer survivors, and the compromise of fertility is a 

concern, particularly among young women.  Presently, we can stress that reproductive 

concerns are not meaningless for young women diagnosed with breast cancer, and the 

demand for fertility preservation techniques amongst these patients has increased with 

improved cure rates. The techniques employed with the purpose of fertility 

preservation include reducing the impact of chemotherapy in the ovaries, 

cryopreservation of oocytes and embryos, and cryopreservation of ovarian tissue10. 

Given that protection of ovarian function with GnRH agonist is controversial and 

cryopreservation of ovarian tissue is still an experimental procedure, cryopreservation 

of oocytes and embryos are the most important procedures indicated for this 

purpose19. Considering IVF as a technique to treat infertile couples, embryo 

cryopreservation has become a very efficient procedure, and there are studies 

suggesting a “freeze all policy” even in conventional cycles of IVF20. As many young 

patients do not have a male partner in the moment of the treatment, and there may be 

concerns regarding the destiny of the embryos in cases of progression of the disease, 

oocyte cryopreservation has become the option of choice, even because the IVF 

outcome with vitrified oocytes are comparable to fresh oocytes21. The method called 

vitrification, which implies an ice-free cryopreservation, resulted in a significant 

progress in oocyte cryopreservation, allowing satisfactory rates of pregnancy22. It was 

postulated that among established methods, in postpubertal women, oocyte 

cryopreservation is the preferred option, whereas ovarian tissue cryopreservation is 
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the only possibility for prepubertal girls23. Anyway, COS is mandatory for 

optimization of embryos or oocytes cryopreservation, and normally require two to six 

weeks, depending on the day of the menstrual cycle, so that it may lead to an 

undesirable delay in initiating chemotherapy. Given that it is not necessary to achieve 

a receptive endometrium, random start stimulation is an interesting option in fertility 

preservation cycles.  Our specific protocol foresees random start ovarian stimulation, 

and our results demonstrate that the outcomes are comparable to those obtained in 

conventional IVF cycles, agreeing with other observations12,13. Currently, random-

start ovarian stimulation is routinely and successfully employed for emergency IVF24-

26. In this investigation, we demonstrate that outcome of ovarian stimulation is similar 

after stimulation initiation during any phase of the menstrual cycles, in consonance 

with other recent studies27. We have obtained similar results in all of the three phases 

of initiation of stimulation, regarding number of days of stimulation, and maturity rate 

of the oocytes collected. Our results showed a statistically significant lower dose of 

FSH administered in the groups LFP and LP. This result is in disagree with that 

obtained by von Wolff et al.13, who have reported a significant increase in the total 

dose of gonadotropin when COS is initiated in the luteal phase. We can hypothesize 

that in a large number of patients, such difference could lose statistical significance, 

but this fact can be considered of little importance in the clinical context of the study. 

Our data confirm that the concomitant use of an aromatase inhibitor during ovarian 

stimulation is efficient in order to prevent high estradiol levels, commonly observed 

in conventional COS. The most employed aromatase inhibitor in ovarian stimulation 

protocols is letrozole, which has been proved to be more efficient than anastrozole for 

this purpose28. Ovarian stimulation with letrozole, in a daily dose of 5 mg has been 

proved to be an efficient procedure to avoid high estradiol concentrations14. On the 

other hand, there are reports stating that the concomitant use of letrozole with 

gonadotropins significantly reduces the number of oocytes available for 

cryopreservation29. In our investigation, the mean number of oocytes collected and 

cryopreserved (11.62±7.96 and 9.60±6.87, respectively) were considered adequate, 

given that recent data suggest that at least 8-10 metaphase II vitrified oocytes are 

necessary to achieve reasonable success22. Recent publications also corroborate that 

the adjuvant therapy with letrozole, throughout the lenght of the COS, is a safe and 

efficient approach15,16,30. In our serie of cases, the mean estradiol concentrations on 

the triggering day was 760.30±450.48 pg/mL, with a median of 655 pg/mL. Given 
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that serum estradiol levels during COS are increased by 10-fold compared with those 

of natural cycles31, it is expected that estradiol concentrations on triggering day reach 

2,500 pg/mL, much higher than those observed in our study. If the COS is performed 

in the presence of the cancer, as occurs when the indication is neoadjuvant 

chemotherapy, we have proposed to associate tamoxifen togheter with letrozole. It is 

possible that their different mechanisms of action would be complementary, with the 

aromatase inhibitor decreasing the estrogen level and thus allowing tamoxifen to 

function more effectively as a competitive inhibitor with estradiol. Given that venous 

thromboembolism is a major concern in cancer patients32, and considering the risk of 

administering tamoxifen together with letrozole, we propose, in our protocol for 

women undergoing neoadjuvant chemotherapy, the association of enoxaparin, in a 

prophylactic dose daily. Regarding the triggering of final oocyte maturation, we 

consider that there is no place for hCG trigger in COS for fertility preservation. The 

use of GnRH agonist to trigger final oocyte maturation is mandatory to prevent the 

occurrence of hyperstimulation ovarian syndrome18, which would be an undesirable 

complication of ovarian stimulation in cancer patients. Our data confirm that random 

start ovarian stimulation is effective and produce mature oocytes in the same 

proportion of conventional stimulation. This fact is important to reassure patients that 

it is possible to undergo oocyte vitrification procedure with no delay in oncologic 

treatment. Moreover, the concomitant utilization of letrozole, an aromatase inhibitor, 

in breast cancer patients, provides a safe option for these women, with lower estradiol 

levels than in conventional stimulation15. The efficacy of COS is not altered by 

concomitant use of letrozole and there is no evidence of increased risk of 

malformations in newborns conceived on aromatase inhibitors33. Considering the 

emotional stress of the diagnosis and treatment of cancer in a young age, it is 

important to reassure patients, familiars and oncologists that the procedure is safe and 

effective, reducing the burden to which the patient is exposed. With regard of the 

efficacy and safety of cryopreserved oocytes to produce a normal pregnancy, there are 

reports in medical literature confirming that the procedure is safe and efficient in 

women with cancer. Cancer patients who have their oocytes cryopreserved before 

chemotherapy have good assisted IVF performance and good perinatal outcome34. As 

a reason for caution, it is important to note that the majority of the reports assessing 

safety and efficacy of oocyte cryopreservation come from healthy women, undergoing 

conventional IVF or participants of ovodonation programs. Whether these results may 
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be extrapolated to cancer patients remains to be better elucidated, even if the data 

obtained so far are reassuring22,29. We conclude that the results of our investigation 

suggest that oocyte or embryos cryopreservation with a specific protocol for breast 

cancer patients, based in random start ovarian stimulation, is effective and performed 

with a low chance of complications that could delay the cancer treatment, and may be 

offered to young women undergoing oncologic treatment who have concerns related 

to their reproductive future. 
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Table 1. Outcomes in 109 breast cancer patients undergoing COS for fertility 

preservation.   

Outcome Mean and 

standard 

deviation 

Median Range 

Oocytes 

aspirated 

 

11.62 (7.96) 10 1-38 

Oocytes 

vitrified 

 

9.60 (6.87) 8 0-34 

Age (years) 

 
31.27 (4.22) 32 21-40 

Dose.of FSH 

administered 

(IU) 

 

2,610 (716.51) 2,650 900-4,200 

Days of 

stimulation 

 

10.0 (1.39) 10 5-14 

Estradiol.levels 

(pg/mL) 
706.30(450.48) 655 52-2,114 
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Table 2. Prevalence ratio and Multinomial logistic regression analysis results 

regarding general characteristics of the cycles for fertility preservation in 109 patients 

with breast cancer, with IFP group as a reference category for the outcomes. 

 

 

Response 

Variable 

Explanatory 

Variable 

Reference 

Group 

Prevalence 

Ratio 

P-value 

Starting Phase 

of Stimulation 

Aspirated 

Oocytes 
IFP 

 = 1.03 0.30 

 = 0.99 0.77 

Vitrified 

Oocytes 
IFP 

 = 1.04 0.19 

 = 0.97 0.55 

Age IFP 
 = 0.58 1.03 

 = 0.16 0.92 

FSH Dose IFP 
 = 1.01 <0.001 

 = 0.99 <0.001 

Days of 

Stimulation 
IFP 

 = 1.24 0.17 

 = 0.93 0.70 

Estradiol 

Levels 
IFP 

 = 1 0.35 

 = 1 0.50 

IFP (initial follicular phase); LFP (late follicular phase); LP (luteal phase) 
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Figure 1.  Box plot graph showing the results of random-start ovarian stimulation. The 

graph illustrates the median (inner black line), the upper and lower quartiles (the box) 

and outliers. 
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Os protocolos específicos de EOC em pacientes com câncer de mama mostraram-se 

eficientes e não retardaram o início do tratamento oncológico: 

1 - O número de oócitos coletados e criopreservados mostrou-se adequado, 

compatível com as estimulações convencionais para tratamentos de infertilidade com 

técnicas de reprodução assistida. 

2 - A duração da estimulação ovariana, com uma mediana de 10 dias, não retarda o 

tratamento oncológico. 

3 - A dose total de gonadotropinas utilizadas na EOC é comparável às estimulações 

ovarianas convencionais. 

4 - Os níveis de estradiol no dia da maturação folicular final mostram-se reduzidos em 

comparação à EOC convencional, mostrando a eficácia do emprego dos inibidores de 

aromatase. 

5 - Não há diferenças clinicamente significantes nos parâmetros avaliados com o 

início da EOC em diferentes fases do ciclo menstrual, comprovando-se a eficácia do 

início aleatório do tratamento. 

6 - Nos casos de indicação de tratamento quimioterápico neoadjuvante, o protocolo 

específico utilizado mostrou-se eficiente, rápido e sem complicações. 

Não houve nenhum caso de trombose, síndrome do hiperestímulo ovariano ou 

qualquer outra complicação relacionada à estimulação e captação dos oócitos. 

Conclui-se que a EOC em pacientes com câncer de mama, utilizando-se os protocolos 

específicos aqui apresentados, é procedimento eficaz, o qual pode ser oferecido às 

mulheres jovens com preocupação com o futuro reprodutivo após o tratamento do 

câncer. 
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