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REZUMAT

Lucrarea prezentata urmareste determinarea numarului
de masuratori necesare in vederea stabilirii unor rezultate
semnificative statistic asupra existentei unor modificari ale
bilirubinei totale si conjugate pe parcursul stimularii ovariene
pentru Fertilizare In Vitro.

Pentru 23 cicluri de stimulare, realizate la paciente
infertile intre 25 - 47 ani, incluse intr-un program de FIV
care asociaza agonisti de Gonadotropin Releasing Factor
- hMG intr-un protocol lung, in Clinica de Obstetrica si
Ginecologie a Spitalului Universitar din Nimes, Franta, au
fost determinate bilirubina totala si bilirubina conjugata: in
prima zi, in momentul inceperii administrarii h(MG, in zilele
22, 24, in ziua premergatoare declangarii, in ziua prelevarii
ovocitare, la 15 zile dupa transfer si in luna urmatoare
stimularii. Studiul statistic a fost realizat in Departamentele
de Informaticd Medicala din Constanta, Craiova si
Montpellier, Franta (Digital Vax Computer, soft BMDP, SAS
6.0 si Student).

Valorile obtinute calculeaza numarul de determinari din
fiecare moment pentru evidentierea unei posibile diferente
semnificative la 37 - 51 pentru bilirubina totala (38 pentru
o diferentd de 5%) si 29 - 37 pentru bilirubina conjugata
(25 pentru o diferenta de 5%).

Supozitiile considerate in lucrare realizeaza o estimare
corecta pentru dimensionarea unui egantion ce va fi analizat
la un moment ulterior.

Cuvinte cheie: fecundatia in vitro, stimulare ovariana,
efecte secundare, metabolism hepatic, bilirubina totala,
bilirubina conjugata.

ABSTRACT
A preemtion study on trial groups dimensions
to obtain semnifficant results in studying
bilirubin variation duhring ovarian stimulation
for "in vitro" fertilization

This work aims to determine the necessary number of
determinations for obtaining significant statistical results
concerning total and conjugated bilirubin variation during
ovarian stimulation for in vitro fertilization.

For 23 stimulation cycles, in 25 - 47 years old infertile
patients, included in a IVF program - GnRH agonists/hMG/
hCG, long protocol - in OB/GYN Department, University
Hospital, Nimes, France, we determined total and
conjugated bilirubin before beginning the protocol, the day
of beginning of hMG, the days 22, 24, the day before
triggering ovulation, the day of oocyte retrieval, 15 days
after the embryo transfer and the next month. Statistics
were performed in Medical Computing Departments in
Constanta, Craiova and Montpellier, France (Digital Vax
Computer, soft BMDP and SAS 6.0).

The values that we obtained calculate the number of
necessary determinations for asserting a significant
difference at 37 - 51 for total bilirubin (38 for a 5%
difference) and 29 - 37 for conjugated bilirubin (25 for a
5% difference).

The suppositions considered in our study offer a correct
estimation of the magnitude of the following research group.

Key words: in vitro fertilization, ovarian stimulation,
side effects, hepatic metabolism, total bilirubin, conjugated
bilirubin.

Introducere

Unul dintre domeniile in care evolutia medicinii a fost
spectaculoasd in ultimii ani este abordarea infertilitatii.
“Revolutia” din aceastd arie a fost posibila datoritd unor
importante achizitii tehnice, precum si evolutiei cunostintelor
despre mecanismele fundamentale ale reproducerii (10). Cele
doud componente au evoluat in paralel si au fost influentate

inca de la inceput de implicatiile sociale, etice, religioase.
Fecundatia in vitro (FIV), desi nu singura achizitie, a
reprezentat §i reprezintd in continuare una din cele mai
importante dezvoltiri in acest sens, atit din punct de vedere
conceptual, cat si din acela al rezultatelor (4).

Ne aflim astazi in faza in care, trecutd de euforia
inceputului, opinia publicd si cea a corpului medical se
indreaptd cdtre evaluarea rezultatelor, stabilirea efectelor
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secundare, in vederea clarificarii indicatiilor, a competentelor
si a protocoalelor terapeutice (6).

Desi existd premize teoretice ale interactiunilor dintre
steroizii sexuali feminini si functia hepatica (1, 2, 3), nu existi
date clare in literatura in privinta posibilei influente a stimularii
ovariene asupra activiti{ii acestui organ. Interogatia are
conotatii pur stiintifice, de posibilitate de “demascare” a unor
eventuale fenomene, relevate de exagerarea conditiilor de
lucru - dar si un interes clinic, de investigatie a unor posibile
efecte secundare ale procedurii.

Este evident cd asemenea asertiuni trebuie sa aiba suport
statistic de validare (7).

Lucrarea urmireste determinarea numadrului de
masuritori necesare in vederea stabilirii unor rezultate
semnificative statistic asupra existentei sau nu a unor
modificiiri ale bilirubinei (totale si conjugate) intre momentul
initial si diferite momente studiate, pe parcursul stimularii
ovariene pentru FIV.

Pacienti, material si metoda

Studiul se referd la 23 cicluri de stimulare realizate la
paciente incluse intr-un program de FIV in Clinica de
Obstetricd si Ginecologie a Spitalului Universitar din Nimes,
Facultatea de Medicind Montpellier - Nimes, Franta.

Pacientele erau in varstd de 25 - 47 ani. Cauzele de
hipofertilitate la aceste cupluri au fost: mecanice (14 cicluri),
hipofertilitate masculind (6 cicluri) si cauze ovulatorii (3
cicluri). Pacientele nu au avut un regim alimentar particular,
nu si Fau modificat pe cel preexistent in timpul stimularii si
nu au consumat droguri si nici alcool.

Pacientele au fost incluse intr-un program FIV care
asociazd agonisti de Gonadotropin Releasing Factor (a -
GnRH) - hMG intr-un protocol lung. S-a administrat incepand
cu prima zi (Z0) Busereline pentru blocarea ovulatiei. Din
ziua a paisprezecea (Z14) s-a inceput administrarea hMG -
pentru stimularea ovariani. Declangarea a fost realizatd cu
hCG. Dacid titrul estrogenilor a pastrat o evolutie
satisficitoare, pacientele au beneficiat dupa 36 ore de punctie
foliculard transvaginald, sub control ecografic - pentru
prelevare ovocitard. In toate cazurile, FIV a fost realizata in
laboratorul FIV al Spitalului Universitar din Nimes. La 48 h,
embrionii rezultati au fost transferati in cavitatea uterina.

Prelevarile sanguine au fost efectuate dimineata, pe
nemancate in Z0, Z14, Z22, Z24, in ziua premergatoare
declansdrii (ZD-1), in ziua prelevirii ovocitare (ZP), la 15 zile
dupa transfer (ZT+15) si in luna urmitoare stimularii (L2).
Prelevirile la L2 au fost realizate numai la paciente la care
nu a fost obtinutd sarcina. Recoltarea probelor de singe a
fost ficutd de aceeasi persoand, pe tot parcursul studiului.

Investigatiile au cuprins bilirubina totala (BT) si bilirubina
conjugatd (BC). Toate probele au fost trimise si interpretate
in laboratoarele de chimie ale Centrului Medico - Universitar
din Nimes.

Studiul statistic a fost realizat in Departamentele de
Informatica Medicala din Constanta, Craiova si Montpellier
(Digital Vax Computer, soft BMDP si SAS 6.0). Preluarea -
introducerea datelor a fost realizati in Epilnfo versiunea 5.

Pentru prelucrarea si analiza datelor, numarul cazurilor
a determinat folosirea in analiza datelor a unei distributii “t”
(Student).

Datele obtinute in determinirile pentru momentele Z0,
214,219, Z24, ZD-1, ZP, ZT+15 si L2 au fost analizate in modul
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urmator:
a. s-au calculat mediile aritmetice pentru fiecare set
de valori:

1<
xmdru =_in ’
nl»l

unde n = numirul de determindri, xi = valorile
obtinute;

b. s-a calculat deviatia standard (SD) si varianta (V)
pentru fiecare set de date:

2

1 X :
SD - ;—_l g(xmdm x:’ ) ?

V = —L(xnudm _xa)z;
n-1

c. au fost evaluate valorile parametrilor de distributie:
“t”, P(t);
d. datele au fost comparate cu datele tabelate.
Comparatia s-a efectuat intre mediile obfinute pe loturile
de valori determinate in fiecare moment in parte. Loturile au
fost realizate din pacientele la care au fost efectuate
determindri in momentul respectiv al perioadei de studiu.
Ca valoare martor am considerat valoarea medie din
momentul Z0, pentru fiecare lot in parte si nu individual.
Pentru observarea unor diferente intre valoarea
considerati martor si valorile obtinute in diferite momente,
am realizat un test “t” (Student), calculand parametrul “t”:

X ediumartor X mediumoment
SD o | (SD.

"mr n

moment

moment

Ipoteza nuld formulatd (HO) este: nu existd diferente
semnificative intre loturile astfel constituite. Ipoteza
alternativd (H1) este: datele nu sunt suficiente pentru a afirma
cid diferenta nu este semnificativa.

Gradul de confidentd a testului a fost stabilit la o= 0,05.

Valoarea parametrului “t” a determinat probabilitatea P(t,
n) ce a fost comparati cu valoarea distributiei de probabilitate
tabelat a acestuia pentru un sistem avandn___+n_ grade
de libertate pentru un grad de confidenta de o= 0,05
(P(t <T)) (13).

In partea a doua a lucrdrii am analizat situatii in care,
luand aceleasi valori ale mediei si deviatiei standard, si gasim
numdrul de cazuri ce sunt necesare pentru obtinerea unei
diferente semnificative (rejectarea ipotezei nule HO). In acest
SCOp am presupus:

1. numarul de indivizi din lotul martor este identic cu
cel din lotul din momentul ulterior, dar indivizii
pot sd nu fie aceiasi;

2. in primul caz, am considerat aceleasi valori ale
mediei si deviatiei standard ca i cele obtinute pe
cale experimentald;

3. in cazul secund, am considerat o diferenta de 5%
fatd de valoarea mediei din martor si aceeasi
deviatie standard ca si a martorului;

4. coeficientul de confidenta a fost de «= 0,05.

In acest scop, am calculat valorile parametrilor “t” si
P(t<T) pentru fiecare caz in parte, mentinand n constant.

martor
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Rezultate

intre Z, si Z, la un numar suficient de mare de paciente
(intre 17 si 22) s-au putut realiza prelevarile sanguine, pentru
ambele fractiuni cercetate. Lipsa datelor este explicati in
unele cazuri de oprirea stimulirii ovariene.

In ansamblu, dupa 20 prelevari ovocitare, 19 paciente au
beneficiat de transfer embrionar (intr-un caz nu s-au obtinut
embrioni). Cele cinci sarcini monofetale rezultate au avut o
evolutie buna pana la termen si s-au terminat cu nasterea a
5 copii sanatosi.

Evolutia diferentelor bilirubininemiei totale si conjugate
fata de momentul initial este prezentatd in figurile 1 si 2.

Scaderea valorilor bilirubinei, exprimati printr-o diferenta
predominant pozitiva, este de ordin mic; cifrele oscileazi intre
Z14 si ZP in jurul liniei nule. O crestere mai importanti se
observi la 15 zile dupa transfer, iar evolutia continui si arate
un paralelism intre bilirubina totald si bilirubina conjugati.
In acest moment se obtin si maximurile diferentei.

Evolutia la L2 este contradictorie: bilirubina totald a
crescut (diferenta negativi este considerabild), iar bilirubina
conjugatd a avut o diferenta in scddere, dar pozitiva.

Nu am putut respinge ipoteza nuld (H0). Valorile prevazute
pentru o aceeasi diferentd - semnificativd - sau pentru o
diferentd semnificativd de 5% din valoarea initiald sunt
sumarizate in tabelul 1.

s ba e e
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lotul si protocolul studiate
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dinamica fatd de martor (Z -Z ) pentru
lotul si protocolul studiate

Tabelul 1 Valorile diferentelor - actuale (ZO - Zn) si absolute (%), precum
gi nr. calculat de cicluri pt. obtinerea unor diferente semnificative
(actuald si de 5%) pentru lotul si protocolul studiate.

Moment Z0 714 Z19 724 | ZD-1 zpP ZT+15 L2
Bili Nr. cazuri 20 22 21 19 17 18 6 3
rub | Medie 11 10,04 | 10,76 | 11,31 | 1023 | 10,33 6.83 27,33
) SD 7.73 6,5 5,86 542 | 554 637 3,19 37,82
Ma " ferentd 096 | 024 | -031 | 0,77 | 067 417 | -16,33
tota "Diferent absoluti (%) 109,56 | 102,23 | 97,26 | 107,53 | 10649 | 161,05 | 4025
1& | Nr. cazuri pt. diferenta actuali 46 40 37 41 48 49 51
Nr. cazuri pt. diferenta de 5% 38
Bili | Nr. cazuri 20 22 21 19 17 18 6 3
rub | Medie 5,35 504 | 533 5,36 5 494 35 433
. SD 3,66 2,68 2,56 2,09 252 2.8 1,38 231
Ma I ferentd 021 | 002 | -001 | 035 | 041 1,95 1,02
con Diferenti absolut3 (%) 106,15 | 100,38 99,81 107 108,3 152,86 123,56
Jug | Nr. cazuri pt. diferenta actuali 29 30 31 33 34 28 37
ata | Nr. cazuri pt. diferenta de 5% 25
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Discutii

Caracteristicile lotului studiat, precum si ale protocolului
de stimulare si FIV corespund, in mare, altor studii existente
in literatura (4, 8) si pacientelor infertile cirora li se propune
0 asemenea procedurd (5).

Am selectionat momentele prelevirilor in functie de
modificarile factorului presupus cauzator - estradiolul
plasmatic - corespunzatoare dinamicii cantitative sau calitative
a factorilor terapeutici (8). Momentul Z0 a fost ales ca valoare
de referinta. Inregistrarea din Z0 reprezinti valoarea de bazi
in conditiile protocolului, dar inaintea efectului substantelor
administrate. Z14 a fost aleasi pentru determinarea efectelor
administrarii agonistilor GnRH singuri. Z19, Z24 si ZD-1
reprezintd momentele in care efectul terapeutic este , in
special, reflexia aditiei hMG. ZP investigheazi efectul
declansarii ovulatiei cu hCG. ZT+15 si L2 urmiresc revenirea
parametrilor investigati cétre valorile martor, la o distantd
variabild de intrerupere a tratamentului.

S-a urmdrit omogenitatea si corectitudinea rezultatelor
prin realizarea prelevirilor de citre aceeasi persoani, analiza
biochimica in acelasi laborator si utilizarea aceluiasi tip de
stimulare, cu aceleasi proceduri. La corectitudinea rezultatelor
a contribuit, credem noi, si faptul cd pacientele au fost
neselectate. Obtinerea unui procent ridicat de investigatii
conform protocolului oferd o pertinentd relativ crescuti
studiilor statistice.

Este de remarcat, de asemenea, ci valorile martor au
fost in limitele fiziologicului.

Pe de alta parte, in studiul statistic global, o atentie
deosebitd a fost acordatd ludrii in consideratie a tuturor
informatiilor. Motivatia acestei optiuni a fost aceea de a nu
influenta, prin asocieri sau subgrupiri, validitatea calculelor.

Faptul ci pacientele nu au consumat droguri si nici alcool
elimind una din variabilele posibile in acest studiu, cunoscute
fiind efectele pe care aceste substante le pot avea asupra
metabolismului hepatic (12).

Datoritd unei evolutii mai evidente a fractiunii conjugate
decat a bilirubinei totale, necesarul de cicluri pentru
obiectivarea unor diferente semnificative este mai mica in
primul caz.

Numarul necesar de cicluri pentru aprecierea unei
diferente semnificative de 5% pare a fi apropiat de cel luat in
consideratie in protocolul descris.

Considerand ipotezele simplificatoare enuntate anterior,
utilizarea testului “t” (Student) pentru datele obtinute in
experimentul nostru este cel mai in masurd de a fi folosit -
sl aceastd asertiune este conform datelor din literaturi (9).

In analiza lotului studiat, varianta este mare fati de valorile
medii. Ca si in cazul studiului analizat, deoarece varianta (ca
si deviatia standard) nu scade liniar cu numirul de
determindri, lucririle existente in analiza statistici a datelor
experimentale medicale (9, 11) arati cd este necesar un
numar mai mare de determiniri pentru a presupune o
diferentd semnificativa intre valori medii.
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Concluzii

in general, valorile obtinute relevda o variabilitate
individuald considerabild si calculeazi numirul de
determinari din fiecare moment pentru evidentierea unei
posibile diferente semnificative la 37 - 51 pentru bilirubina
totald (38 pentru o diferentd de 5%) si 29 - 37 pentru bilirubina
conjugata (15 pentru o diferenti de 5%).

Supozitiile considerate in lucrare realizeazi o estimare
corectd pentru dimensionarea unui esantion ce va fi analizat
la un moment ulterior.
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