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I – Informações Gerais
O Jornal Brasileiro de Reprodução Assistida (JBRA) é uma publica-
ção ofi cial de comunicação da Sociedade Brasileira de Reprodução 
Assistida (SBRA – www.sbra.com.br), com periodicidade quadri-
mestral, e mais um suplemento com os trabalhos do Congresso 
Brasileiro da SBRA. Aceita trabalhos básicos e clínicos da área de 
Reprodução nas seguintes línguas: português, espanhol e inglês. As 
matérias para publicação devem ser inéditas, na forma de artigos 
originais, artigos de atualização, relatos de caso, opiniões.
Os textos devem vir acompanhados de carta assinada pelos 
autores, e serão encaminhados para avaliação por membros do 
Conselho Editorial, a serem designados pelo Editor. Após esta 
avaliação, os trabalhos são reencaminhados aos autores para 
possíveis correções, retornando ao avaliador para então serem 
aprovados ou não à publicação.

Os trabalhos devem ser enviados para:
Maria do Carmo Borges de Souza
Editora do Jornal Brasileiro de Reprodução Assistida
Av. das Américas, 4666 - Centro Médico BarraShopping salas 
312/313 - CEP 22649-900
Rio de Janeiro - RJ – Brasil
E-mail: jornalsbra@cmb.com.br
Fone: (21) 2430-9060   Fax: (21) 2430-9070
Home Page: http://www.sbra.com.br

II – Apresentação dos Trabalhos
Os trabalhos devem ser enviados por e-mail: jornalsbra@cmb.com.
br e/ou disquete, digitados em espaço simples, páginas separadas, 
numeradas, formatado em Word para Windows/98 com letra Times 
New Roman no 12.

Primeira Página
Título do artigo em português e inglês
Nome do(s) autor(es)
Afi liação dos autores
Nome do serviço onde foi executado o trabalho
Endereço, número do telefone, fax e internet do autor principal
Indicação de fi nanciamentos relacionados ao trabalho

Segunda Página
Abstracts (o resumo deve, obrigatoriamente, ser escrito na língua 
do texto e em inglês)
Caso o artigo seja em inglês, fazer um resumo em português.
Key words / Palavras-chave: ver http://decs.bvs.br  

Terceira e demais páginas
Texto
Artigos originais:  São trabalhos resultantes de pesquisa científi ca 
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experimentais ou observacionais de característica médica, bioquímica 
e social, e inclui análise descritiva e ou inferências de dados próprios. 
Sua estrutura é a convencional que traz os seguintes itens: Introdução, 
Material e Métodos, Resultados e Discussão, Resumo com unitermos 
e Referências. Os artigos originais que envolvem experimentação 
devem declarar aprovação prévia por Comitê de Ética.

Artigos de revisão: São trabalhos que têm por objetivo resumir, 
analisar, avaliar ou sintetizar trabalhos de investigação já publi-
cados em revistas científi cas. Apresenta síntese e análise crítica 
da literatura levantada e não deve ser confundido com artigo de 
atualização.

Artigos de atualização ou divulgação de autores convidados (opi-
niões) são trabalhos que relatam informações geralmente atuais 
sobre tema de interesse para determinadas especialidades, uma 
nova técnica ou método, por exemplo, e que tem características 
distintas de um artigo de revisão visto que não apresentam análise 
crítica da literatura.

Relatos de caso:  São artigos que representam dados descriti-
vos de um ou mais casos explorando um método ou problema 
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ção, Descrição do caso, Discussão ou Conclusão, Resumo com 
unitermos e Referências.
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publicados desde que aceitas pelo Conselho Editorial. Recomenda-se 
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III – Referências
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identifi cadas no texto pelo sobrenome do autor e data (Steptoe, 1978), 
não mais que dois autores podem ser citados por referência (Edwards 
& Steptoe, 1980), no caso de mais de dois autores, usar et al. (Van 
Steirteghem et al., 1988).
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Wolf D. P., Quigley M. M. (eds) – Human “in vitro” fertilization and 
embryo transfer. New York: Plenum Press, 1984.
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IV – Ilustrações
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O Jornal da SBRA, órgão de divulgação da 
Sociedade Brasileira de Reprodução Assistida

A cada ano que se fi nda, olhando para trás, vemos 
que o saldo tem sido positivo. Nosso periódico 
refl ete uma produção brasileira crescente e que 
se importa em marcar sua presença, acreditando 
e dando  força a  publicação que, sem dúvida tam-
bém se impõe pela  qualidade da interação com 
seus próprios contribuidores. 
Desde  a Editoria, passando pelo Corpo Editorial, 
Autores, Produção Gráfi ca e até a chegada aos 
Leitores,  o trabalho tem sido grande, sempre na  
busca de uma apresentação perfeita, mas não 
“engessada”, sempre buscando opções,  caminhos 

de questionamentos e de maior abrangência na 
comunicação científi ca.
Esperamos que todos  aproveitem os artigos que 
fi nalizam as contribuições deste ano. Que possam 
ajudar a todos em suas decisões clínicas  ou que 
aumentem  a necessidade de ler e buscar mais. 
E, aceitamos fazer parte de sua busca. Mandem 
trabalhos.

E um Feliz Ano Novo para todos.

Maria do Carmo Borges de Souza
Christina  de Albuquerque da Rocha
Fernanda Freitas de Oliveira Cardoso

Editorial.indd   6Editorial.indd   6 17/1/2007   13:02:4817/1/2007   13:02:48



JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodução Assistida | V. 10 | nº4 | Outubro-Novembro-Dezembro / 2006 9

O Emprego de Hormônio 
Luteinizante Recombinante 
Associado ao Hormônio Folículo-
estimulante Recombinante nos 
Protocolos de Estimulação Ovariana 
com Antagonista do GnRH.

The use of Recombinant Luteinizing 
Hormone in Addition  to Recombinant 
Follicle-stimulating Hormone in Ovarian 
Stimulation with the GnRH-antagonist 
Protocol.

 Correspondência:
José Gonçalves Franco Junior
Centro de Reprodução Humana Prof. Franco Junior, 
Ribeirão Preto 
Av. Prof. João Fiusa, 689 - CEP 14025-310 
Ribeirão Preto – São Paulo – Brasil
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ABSTRACT
The purpose of this investigation was to verify the effi cacy 
of recombinant LH supplementation for controlled ovarian 
stimulation in GnRH-antagonist protocol for assisted repro-
ductive technologies cycles. Search strategies included on-line 
surveys of databases from 1990 to 2006. In this review and 
meta-analysis, the observed advantages for the LH supple-
mentation protocol were a higher serum estradiol levels on 
the day of hCG administration and a higher number of mature 
oocytes. However, there were no differences observed in the 
total amount of r-FSH administered, days of stimulation, num-
ber of oocyte retrieved, the clinical pregnancy rate per oocyte 
retrieval, the implantation rate and miscarriage rate. This result 
demonstrates that the association of r-LH with r-FSH may 
prevent any decrease in estradiol after antagonist administra-

tion and a signifi cant higher number of mature oocytes was 
obtained. Nevertheless, additional randomized controlled trials 
are needed confi rm these observations.

Key Words: ovarian stimulation, recombinant FSH, recombi-
nant LH, GnRH antagonist

RESUMO
O objetivo deste estudo foi de verifi car a efi ciência da suple-
mentação com LH recombinante no protocolo de estimulação 
ovariana com antagonista do GnRH e FSH recombinante, 
através de revisão de literatura e meta-análise. As pesquisas 
na literatura médica incluíram os anos de 1990 a 2006. As 
vantagens observadas para a suplementação com r-LH foram 
uma maior concentração de estradiol no dia da administração 
do hCG e um maior número de oócitos maduros obtidos. 
Entretanto, não foram observadas diferenças na quantidade 
total de r-FSH administrada, dias de estimulação, número de 
oócitos coletados, taxa de gravidez clínica por punção, taxas 
de implantação e de aborto. Nossa investigação sugere que 
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a associação de r-LH com r-FSH pode prevenir a queda nos 
níveis de estradiol após a administração do antagonista, e que 
um número signifi cantemente maior de oócitos maduros pode 
ser obtido. Entretanto, outros estudos prospectivos e rando-
mizados são necessários para confi rmar tais observações.

Unitermos: estimulação ovariana, FSH recombinante, LH 
recombinante, antagonista do GnRH.

INTRODUCTION
The pharmacology of ovarian stimulation has been strongly 
infl uenced by the two-cell two gonadotrophin theory. This way, 
follicular stimulation protocols historically have included both 
follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) 
in an attempt to mimic normal physiology (Sills et al., 1999). 
During recent years, the effect of LH on follicular maturation 
and pregnancy outcome during the course of ovarian stimula-
tion in relation to assisted reproduction has received increasing 
attention. This interest refl ects the fact that modern stimulation 
protocols have resulted in LH concentrations substantially lower 
than those observed in the natural cycle and in previously used 
protocols. The introduction of gonadotrophin-releasing hormone 
(GnRH) agonists in the mid-1980s successfully circumvented 
the problems of a premature LH surge. During the same period 
of time, there has been a gradual shift from human menopausal 
gonadotrophin (HMG) with equal amounts of FSH and LH-like 
activity over pure urinary derived FSH preparations to recom-
binant human FSH (r-FSH), without LH activity (Humaidan et al., 
2004). In addition, the recent introduction of GnRH antagonists 
offers the opportunity to control the endogenous LH surge in a 
rapid and more convenient way. Indeed, GnRH antagonists act 
on a gonadotrophin secretion through an immediate competi-
tive blockade of GnRH receptors and have induced a marked 
decrease in serum LH levels, and a less pronounced decreased 
in FSH secretion (Albano et al., 1997). 
Some studies have suggested that the suppression of the en-
dogenous LH secretion does not seem to affect the majority 
of women undergoing assisted reproduction and stimulation 
with recombinant FSH. However, other studies have indicated 
that a group of normogonadotrophic women down regulated 
and stimulated with pure FSH preparations may experience so 
low LH concentrations that parameters of the IVF treatment are 
compromised (Humaidan et al, 2004).
Based on the above considerations, this meta-analysis aims 
to compare the effi cacy of recombinant LH supplementation 
in women undergoing assisted reproduction and stimulation 
with recombinant FSH for protocols of ovarian stimulation with 
antagonists in IVF/ICSI cycles.

MATERIALS AND METHODS

Criteria for considering studies for this meta-
analysis
All published and ongoing randomized controlled trials (RCT) 
comparing the effect of recombinant LH supplementation in 
women undergoing assisted reproduction and stimulation with 
recombinant FSH were analyzed. 

Types of outcome measures
The primary outcome measures used for this meta-analysis 
were the number of days of stimulation, the total amount 
of r-FSH administered, serum estradiol levels on the day of 
hCG administration, the number of retrieved and mature (MII) 
oocytes. The secondary outcomes were clinical pregnancy 
rate (CPR) per oocyte retrieval, implantation rate and mis-
carriage rate.

Identification of studies
Search strategies included on-line surveys of databases (ME-
DLINE, EMBASE, Science Citation Index, Cochrane Controlled 
Trials Register and OVID) from 1990 to 2006. There was no 
language restriction. The following Medical Subject Headings 
and text words were used: “ovarian stimulation”, “recombinant 
FSH”, “recombinant LH”, “GnRH antagonist”, “GnRH agonist” 
and “randomized controlled trial”. The principal inclusion 
criterion was randomized controlled trial.

Validity assessment and data extraction
Each trial was assessed independently by two reviewers and 
ranked for its methodology rigor and its potential to introdu-
ce bias. Missing data were obtained from the authors when 
possible.

Statistical analysis
Data management and analysis were conducted using the 
StatsDirect statistical software (Cheshire, UK). Effectiveness 
was evaluated using the Mantel-Haenszel method. A confi den-
ce interval for the Mantel-Haenszel odds ratio in StatsDirect 
was calculated using the Robins, Breslow and Greenland 
variance formula. A chi-square test statistic was used with 
its associated probability that the pooled odds ratio (OR) was 
equal to one. The StatsDirect also gives the option to base 
effect size calculations on weighted mean difference (WMD) 
as described in the Cochrane Collaboration Handbook (Mul-
row and Oxman, 1996). The measure of heterogeneity was 
evaluated by Cochran’s Q and the Breslow-Day test. A non-
signifi cant result (i.e. lack of heterogeneity) indicates that no 
trial has either an OR or WMD that is statistically signifi cantly 
worse or better than the overall common OR or WMD obtained 
by pooling the data. The fi xed effects model was used for OR 
and WMD. Since a fi xed effects model has been employed 
here it is important to acknowledge that inferences refer only 
to the particular studies included in the analysis. Meta-analysis 
used in this way is simply a device to pool the information from 
the various studies to provide a composite fi nding, but only 
for those studies. In the alternative random effect model, the 
individual studies are regarded as a random sample from the 
(infi nite) population of studies. Global inferences would then 
be permissible, but the random errors used would then need 
to refl ect inter-study variation. Since each of our analyses con-
tained only fi ve studies, we decided to derive our inferences 
from a fi xed effects model.

RESULTS

Search results
Five trials fulfi lled the inclusion criteria. A multiple low-dose 
regimen (Cetrorelix-0.25mg) was applied in three and a fi xed 
dose (Cetrorelix-3.0mg) regimen was applied in two.

Description of the studies included: 
Acevedo et al. (2004): 42 young voluntary donors were ran-
domly assigned with a computer-generated list to the GnRH 
antagonist alone protocol (n=20) or the GnRH antagonist + 
r-LH (n=22). The donors were healthy, age ranged from 18 to 
35, and with normal menstrual cycle. Donors with polycystic 
ovary disease (PCO), endometriosis, hydrosalpinx and severe 
male factor infertility were excluded from this study. Twenty 
donors were subjected to a step-down protocol in which LH 
activity was suppressed with a GnRH antagonist. On the third 
or fourth day of their menstrual period, a fi xed dose of 225IU/
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day of r-FSH (Gonal-F®, Serono, Madrid, Spain) was given for 
5 days. At day 6 of ovarian stimulation, 0.25mg/day of GnRH 
antagonist (Cetrotide®, Serono, Spain) was subcutaneously in-
jected until hCG was given. Twenty-two donors were subjected 
to the same GnRH antagonist + r-FSH step-down protocol, 
except when the GnRH antagonist was initiated, 75IU/day r-
LH (Luveris®, Serono, Spain) was added and maintained until 
GnRH antagonist was discontinued.
Cédrin-Durnerin et al. (2004) A total of 200 patients that 
were submitted to oocyte pick-up from three centers were 
enrolled in this study. Ovulatory women were included with 
the following criteria: age 19-38 years; body mass index 
(BMI)<30; normal ovulatory function assessed by hormonal 
determinations at day 3 of a spontaneous cycle. All patients 
with history of low (<5 oocytes) or high (>15 oocytes) ovarian 
response in a previous IVF/ICSI attempt were excluded from 
the study. Pre-treatment with an oral contraceptive pill (levo-
norgestrel 0.15 mg + ethynylestradiol 30µg) was given during 
the cycle prior to the IVF/ICSI procedure. Three days after pill 
discontinuation, stimulation was started by daily injection of 
150-300IU of r-FSH (Gonal
F®, Serono SA, France). The starting dose was chosen accor-
ding to patient’s age (150IU/day, age ≤ 35 years; 225 IU/day, 
age > 35 years), BMI (starting dose increased by 75IU/day if 
BMI was 27 to 30) and ovarian responsiveness in previous 
cycles. This dose was maintained constant for 5 days. From 
day 6 of the stimulation, r-FSH doses were individually adjusted 
according to hormonal determinations and ultrasound data. 
When the follicle reached 14-16mm diameter, patients recei-
ved a single injection of cetrorelix 3.0 mg (Cetrotide®, Serono 
SA, France) and received (n=107) or not (n=94), according to 
randomization, a daily injection of 75IU r-LH (Luveris®, Serono 
SA, France) from the time of cetrorelix injection up to hCG 
administration. In both groups, r-FSH dose adjustment was not 
allowed at the time of cetrorelix administration. If criteria for 
triggering ovulation were not met within 4 days after cetrorelix 
administration, additional injections of cetrorelix 0.25mg per 
day were performed until hCG administration. Randomization 
for r-LH supplementation was performed in Centre 1 on day 
1 of the stimulation by means of serially numbered, opaque, 
sealed envelopes. The allocation sequence was generated by 
a random permutation table and was concealed from clini-
cians enrolling participants. In Centres 2 and 3, patients were 
randomized when they received their prescription according 
to the even on uneven year of the woman’s birth. This latter 
quasi-randomization procedure was applied for clinician’s 
convenience and explains the unequal number of patients in 
each group for these centers. Neither patients nor clinicians 
were blinded to r-LH administration. Patients were included 
in the study for only one cycle.
Sauer et al. (2004) This was an open label, randomized, mul-
ti-centre study. In the present study, three groups of patients 
were compared: Group A- GnRH agonist + r-FSH, Group B- 
GnRH antagonist + r-FSH and group C- GnRH antagonist + 
r-FSH + r-LH. Since the association of r-LH is relevant for this 
meta-analysis, only (data) comparison between group B and C 
were considered. A total of 42 infertile women (Group B, n=21 
and Group C, n=21) (aged 18-39 years) who were planning to 
undergo ICSI were recruited and were eligible for inclusion if 
all of the following criteria were satisfi ed within three menstrual 
cycles prior to randomization: regular menstrual cycles, BMI 
<35, both ovaries present, no clinic signs of pelvic or uterine 
abnormalities, normal cervical cytology, wash-out period 
completed for any previous IVF drug protocols and FSH con-
centration in the normal range. The principal exclusion criteria 
included clinically signifi cant systemic disease, infection with 
human immunodefi ciency virus, hepatitis C or B viruses, the 

presence of endometriosis or medical conditions likely interfere 
with the study. Women were also excluded if previous assisted 
reproduction cycle had failed through insuffi cient response to 
gonadotrophin stimulation or absence of motile spermatozoa, 
or if they had undergone three or more consecutive assisted 
reproduction cycles without a clinical pregnancy, or had a 
history of extrauterine pregnancy or abnormal gynaecological 
bleeding. Patients were randomly using a computer-generated. 
All patients took an oral contraceptive (Orthocept 21®, Ortho-
McNeill, Raritan, NJ, USA) from the fi rst day of menses for 
14-28 days. Women in group B and C received an injection 
of cetrorelix (Cetrotide®; Serono Inc., USA), 3 mg sc, on day 
7 of de FSH stimulation cycle. If the patient did not achieve 
follicle maturation by day 11, an injection of cetrorelix, 0.25 
mg sc, was administered on day 11 and on each proceeding 
day up to, but not including, the day of r-hCG administration. 
The patients received r-FSH (Gonal-f®; Serono Inc., USA) 
225IU sc 5 days after the last oral contraceptive. From day 6, 
the dose was individualized according to patient response, 
with doses in the range 75-450IU/daily. Women in group C 
received r-LH (Luveris®; Serono Inc.,USA), 150 IU sc, on days 
7-10 following the cetrorelix injection and at the same time as 
the r-FSH injection. 
Griesinger et al. (2005) The present study was a prospective, 
randomized, open, single-centre, group-comparative clinical 
trial assessing a starting dose of 150IU r-FSH versus 150IU 
r-FSH plus 75IU r-LH (2:1) for controlled ovarian stimulation 
in the GnRH-antagonist multiple-dose protocol. The randomi-
zation process was conducted by drawing sealed envelopes 
and patients were free to start ovarian stimulation within the 
next three spontaneous menstrual cycles after randomization. 
Main inclusion criteria were: indication for treatment with 
IVF or ICSI; age between 20 and 39 years; BMI between 18 
and 35; regular menstrual cycle; ranging from 24 to 35 days, 
intra-individual cycle variability of ≤3 days. Main exclusion 
criteria were: >3 previous unsuccessful assisted reproduc-
tion techniques attempts; poor response to gonadotrophin 
stimulation defi ned as <3 preovulatory follicles; history of 
ovarian hyperstimulation syndrome grade II-III; polycystic 
ovarian syndrome; any other endocrine disorder; no natural 
luteal phase prior to treatment cycle; abnormal uterine cavity; 
presence of a clinically signifi cant systemic disease. Ovarian 
stimulation started on day 2 of the natural cycle with r-FSH 
(Gonal-F®; Serono, Geneva Switzerland) in the control group 
(n=54), and 150IU r-FSH (Gonal-F) plus 75IU r-LH (Luveris®; 
Serono, Geneva Switzerland) in the study group (n=54). After 5 
days of gonadotrophin treatment, GnRH antagonist cetrorelix 
0.25mg (Cetrotide®; Serono, Geneva Switzerland) administra-
tion was started. Gonadotrophin and antagonist treatment was 
continued up to and including the day of hCG administration. 
From day 6 onwards, the r-FSH dosage could be increased to 
225IU or 300 IU according to the ovarian response. In case of 
a dose increment to 300IU r-FSH in the study group, the r-LH 
was concomitantly adjusted to 150IU.
Levi-Setti et al. (in press) Forty patients undergoing ovarian 
stimulation for ICSI were included in this investigation. Indi-
cation for treatment was male-factor fertility, including only 
patients with ejaculated spermatozoa and excluding patients 
with frozen or testicular sperm. All patients were normo-ovu-
latory, with regular menstrual cycles ranging from 25 to 35 
days, aged ≤ 37years , had a BMI <25, and had basal FSH 
measurements <12IU/ml, measured no more than three cycles 
before starting the induction therapy. Patients with previous 
surgery or endometriomas at transvaginal ultrasound were 
excluded from the study. In all patients, a pre-treatment with 
an oral contraceptive (Minulet®; Wyeth, Aprilia-Latinia, Italy) 
was used. On day 2 of the cycle starting the administration 
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of 225IU r-FSH (Gonal–F®; Serono, Rome, Italy). When follicles 
reached the mean diameter of 14 and 15mm, the administration 
of cetrorelix (Cetrotide®; Serono) was initiated in a daily dose of 
0.25 mg sc. At this time, the patients were randomly allocated 
by a computer-generated list to one of two groups: in group I 
(n=20), ovarian stimulation was performed with the combination 
of 225IU of r-FSH alone was continued, and in group II (n=20) 
ovarian stimulation was performed with the combination of 150 
IU of r-FSH and 75 IU of r-LH (Luveris, Serono). In the group 
II, the dose of r-FSH was reduced to give to the two groups of 
patients the same amount of gonadotrophins. 

PRIMARY OUTCOME
-Days of stimulation (Table 1): All studies were included. The 
mean days of stimulation was not signifi cantly different in 
the 225 women using r-LH than in the 209 women not using 
(p=0.65; WMD:0.07 95% CI –0.24, 0.37). There was no hetero-
geneity in this comparison (Cohran Q:4.49, df:4, p:0.34).

-Total of r-FSH administered (Table 2): Four studies were in-
cluded (Griesinger et al., 2005; Sauer et al., 2004; Acevedo et 
al., 2004; Cédrin-Durnerin et al., 2004). The mean amount of 
r-FSH administered was not signifi cantly different in the 205 
women using r-LH than in the 189 women not using (p=0.87; 
WMD:8.51, 95% CI-98.2, 115.2). There was no heterogeneity 
in this comparison (Cohran Q:3.18, df:4, p:0.36).

-Serum estradiol levels on the day of hCG administration 
(Table 3): All studies were included. Signifi cant higher serum 
estradiol level was found in 221 women using r-LH than in 
205 women not using (p<0.0001; WMD: 514, 95% CI 368, 
660). There was no heterogeneity in this comparison (Cohran 
Q:1.85, df: 4, p=0.76).

-Number of oocytes retrieved (Table 4): Four trials reported this 
data (Levi-Setti et, in press; Griesinger et al., 2005; Acevedo 
et al., 2004; Cédrin-Durnerin et al., 2004). The mean number 
of oocytes retrieved was not signifi cantly different in the 201 
women using r-LH than in 185 women not using (p=0.34; 
WMD:0.41, 95% CI –0.44, 1.3). There was no heterogeneity 
in this comparison (Cohran Q:0.75, df:3, p:0.85).

-The number of mature oocytes (MII) (Table 5): All studies 
were included. Signifi cant higher number of mature oocytes 
was retrieved in 214 women using r-LH than in 193 women 
not using (p=0.0098; WMD:0.88, 95% CI 0.21, 1.54). There 
was no heterogeneity in this comparison (Cohran Q:6.19 df:4, 
p:0.18).

SECUNDARY OUTCOME
-Clinical pregnancy rate oocyte retrieval (Table 6): Four studies 
were included (Levi-Setti et al., in press; Griesinger et al., 2005; 
Sauer et al., 2004; Cédrin-Durnerin et al., 2004). The CPR per 
oocyte retrieval procedure was not signifi cantly different trans-
fer in cycles using r-LH (59/200, 29.5%) than in cycles not using 
(59/186 31.7%) (p=0.69; OR:0.89, 95% CI 0.57, 1.39). There 
was no heterogeneity in this comparison (Breslow-Day:0.95, 
df:3, p:0.81; Cochran Q:0.94, df:3, p=0.81).

-Implantation rate (Table 7): Three studies were included (Levi-
Setti et al., in press; Griesinger et al., 2005; Cédrin-Durnerin et 
al., 2004). The implantation rate was not signifi cantly different 
in the cycles using r-LH 58/357 (16.2%) than in cycles not using 
54/336 (16.1%) (p=0.96; OR:0.99 95% CI-0.66, 1.48). There 
was no heterogeneity in this comparison (Breslow-Day:2.16, 
df:2, p=0.34; Cochran Q:2.13, df:2, p=0.34). 

-Miscarriage rate (Table 8): Two trials were included (Levi-Setti 
et al., in press; Cédrin-Durnerin et al., 2004). The miscarriage 
rates were not signifi cantly different in the pregnancies after 
used r-LH (6/41, 14.6%) than in that did not used (5/36, 13.9%) 
(p=0.82; OR:1.06, 95% CI-0.29, 3.8). There was no hetero-
geneity in this comparison (Breslow-Day:0.03, df:1, p=0.86; 
Cochran Q: 0.03, df:1, p=0.86).

DISCUSSION
The results that support the hypothesis that an exogenous LH 
supplementation in the form of r-LH is effective in improving 
the ovarian response in stimulation for assisted reproduction 
cycles in patients undergoing IVF/ICSI and using a GnRH 
antagonist protocol is unclear. Most data available in the me-
dical literature suggest that recombinant gonadotrophins are 
clearly more effi cient than urinary gonadotrophins in inducing 
multiple follicular growth and maturation (Daya, 2002). The 
advantages of r-FSH are its excellent consistency from batch 
to batch and the fact it is free from contaminating human pro-
teins. Although the role of LH in ovulation induction remains 
controversial, and it is well established that FSH alone can 
induce follicular growth, small amounts of LH are necessary 
to promote adequate estradiol secretion and also to allow the 
follicle to luteinize when exposed to hCG (Couzinet et al.,1988). 
The action of LH on follicular development is likely not limited 
to providing androgen substrate for aromatization, but it also 
exerts a direct effect on the stimulation and modulation of 
folliculogenesis (Filicori et al., 2001).
On the other hand, the GnRH antagonists are GnRH molecules 
with amino acid modifi cations at positions 1,2,3,6,10 and they 
immediately block the GnRH receptor in a competitive fashion 
and hence reduce LH and FSH secretion within a period of 
8h. The inhibition of LH secretion is more pronounced than 
that of FSH, this being most likely due to the different forms 
of gonadotrophin regulation, the prolonged FSH half-life or 
the immunoactive and bioactive forms of FSH (Matikainen, 
1992). GnRH antagonist administration induces a fast and 
profound pituitary suppression, with a clear advantage in 
terms of premature LH avoidance. Nevertheless, LH activity 
is quickly and dramatically reduced in the phase in which this 
hormone activity is crucial: follicle, which have been recruited 
in a physiological FSH and LH environment, are dramatically 
deprived of their LH sustenance (Alviggi et al., 2006). 
Garcia-Velasco et al (2001) observed that GnRH antagonist 
therapy in women undergoing ovarian stimulation had a sig-
nifi cant effect on ovarian follicular steroidogenesis. The mean 
oestradiol concentration in follicular fl uid was signifi cantly 
lower in patients treated with a GnRH antagonist than in those 
treated with GnRH agonist. Lindheim and Morales (2003) in 
37 donor cycles, starting GnRH antagonist administration 
on day 6 of stimulation, reported that 35% of cycles had a 
decrease in serum oestradiol prior to hCG administration 
and 93% of them showed a decrease in serum oestradiol at 
>3 days after GnRH antagonist administration. In addition, 
clinical pregnancy rate per initiated cycle [14% (2/14) versus 
54% (14/26)], ongoing pregnancy rate per initiated cycle [7% 
(1/14) versus 46% (12/26)] and implantation rate (4 versus 

24%) were all signifi cantly less (p<0.05) following a decre-
ase in serum oestradiol after initiation of GnRH antagonist. 
They concluded that the use of GnRH antagonists has an 
unpredictable effect on oestradiol production during follicular 
recruitment, which appears to adversely affect pregnancy 
outcome if a decline in oestradiol occurs. The interaction of 
the antagonist (at clinical working doses) with its receptors 
and the initiation of any intra-cellular signaling cascade that 
could affect gene transcription need further demonstration 
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Table 1 - Cycles with and without LH supplementation: Days of stimulation 

Trail r-FSH +r-LH r-FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd n mean±sd

Levi-Setti

2005

20 9.8±0.95 20 10.3±1.25 -0.5  -1.19, 0.19

Griesinger

2005

55 12.0±2.4 54 11.4±2.1 0.6 -0.25, 1.45

Sauer 

2004

21 9.4±1.7 21 9.3±1.1 0.1 -0.77, 0.97

Acevedo

2004

22 9.7±2.1 20 9.3±1.6 0.4 -0.74, 1.54

Cédrin-Durnerin

2004

107 11.8±1.7 94 11.7±1.5 0.1 -0.34, 0.54

Total. 225 209

Pooled effect size 

Fixed effects (Mulrow-Oxman)

0.07 -0.24, 0.37

Z (test WMD + differs from 0)= 0.44 p = 0.65
Non-combinability of studies 
-Cohran Q = 4.496929  (df = 4) p = 0.34

Table 2 - Cycles with and without LH supplementation: Amount of r-FSH administered

Trail r-FSH +r-LH r-FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd(UI) n mean±sd(UI)

Griesinger
2005

55 2082.8±695.7 54 1875.4±646.4 207.4 -44.8,459.6

Sauer 
2004

21 2214.2±612 21 2228.6±359.8 -14.4 -318.0,289.2

Acevedo
2004

22 1738±407.2 20 1807.1±97.05 -69.1 -252.3,114.1

Cédrin-
Durnerin
2004

107 2235±729 94 2239±620 -4 -192.5,184.5

Total. 205 189

Pooled effect size 
Fixed effects (Mulrow-Oxman)

8.51 -98.2,115.2

Z (test WMD + differs from 0)= 0.156 p=0.87
Non-combinability of studies 
-Cohran Q = 3.183282  (df = 4)  p=0.3642

Table 3 – Cycles with and without LH supplementation: Serum estradiol levels on the day of hCG administration

Trail r-FSH +r-LH r-FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd (pg/ml) n mean±sd (pg/
ml)

Levi-Setti
2005

18 1825±545 20 1253±490 572 243, 901

Griesinger
2005

54 1924.7±1256.4 54 1488±824 436.4 35.6, 837

Sauer 
2004

20 2440.5±1181.7 17 1540±951.2 900.5 201, 1600

Acevedo
2004

22 1596±988 20 989.6±597 606.4 106, 1106

Cédrin-Durnerin
2004

107 1476±787 94 1012±659 464 162, 666

Total. 221 205

Pooled effect size 
Fixed effects (Mulrow-Oxman)

514 368, 660

Z (test WMD + differs from 0)= 6.9 p<0,0001
Non-combinability of studies 
-Cohran Q = 1.853585  (df = 4) p= 0.76

O Emprego de Hormônio Luteinizante
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Table 4 - Cycles with and without LH supplementation: number of retrieved oocytes.

Trail r-FSH +rec LH r-FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd n mean±sd

Levi-Setti

2005

18 9.9±2.6 18 9.2±2.9 0.7  -1.2, 2.5

Griesinger

2005

54 7.9±5.3 54 7.7±5.1 0.2 -1.8, 2.2

Acevedo

2004

22 9.3±3.6 20 8.2±3.5 1.1 -1.1, 3,2

Cédrin-Durnerin

2004

107 9.9±4.7 93 9.8±4.7 0.1 -1.2, 1.40

Total. 201 185

Pooled effect size 

Fixed effects (Mulrow-Oxman)

0.41 -0.44, 1.3

Z (test WMD + differs from 0)= 0.945 p = 0.34
Non-combinability of studies 
-Cohran Q= 0.756465 (df=3) p= 0.85

Table 5 – Cycles with and without LH supplementation: number of mature oocytes (MII)

Trail r-FSH +r-LH r-FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd n mean±sd

Levi-Setti
2005

18 6.9±2.1 18 6.5±2.4 0.4 -1.1, 1.9

Griesinger
2005

46 6.57±4.17 41 6.49±4.26 0.08 -1.7, 1.8

Sauer 
2004

21 14.6±9.5 21 13.7±6.8 0.9 -4.1, 5.9

Acevedo
2004

22 7.4±1.6 20 5.2±2.4 2.2 0.98, 3.4

Cédrin-Durnerin
2004

107 8.2±4.1 93 7.8±4.0 0.4 -0.73, 1.53

Total. 214 193

Pooled effect size 
Fixed effects (Mulrow-Oxman)

0.88 0.21, 1.54

Z (test WMD + differs from 0)= 2.58 p = 0.0098
Non-combinability of studies 
-Cohran Q = 6.196684  (df = 4) p= 0.18

Table 6 - Cycles with and without LH supplementation: Clinical pregnancy rate per oocyte retrieval.

Trail r-FSH + r-LH r-FSH %Weights Odds ratio 95%CI fi xed

Levi-Setti
2005

7/18 6/18 8.8 1.3 0.26, 6.2

Griesinger
2005

8/54 12/54 24.6 0.61 0.20, 1.8

Sauer 
2004

10/21 11/21 13.9 0.83 0.21, 3.3

Cédrin-Durnerin
2004

34/107 30/93 52.7 0.98 0.52, 1.8

Total. 59/200 59/186

Pooled odds ratio 
Fixed effects 
(Mantel-Haenszel,Robins-Breslow-Greenland)

0.89 0.57, 1.39

Chi2 (test odds ratio differs from 1) = 0.15 p = 0.69
Non-combinability of studies
-Breslow-Day= 0.95  (df= 3) p= 0.81
-Cochran Q= 0.94  (df= 3) p= 0.81
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and clarifi cation at the molecular level. Some of the indirect 
(E2-mediated) action through which the GnRH antagonist 
could impact cell function, and ultimately implantation rates, 
can be substantiated and evaluated in a clinical setting. For 
example, it is well established that the production of some 
growth factors and peptides involved differentiation and 
mitosis of the oocyte, the embryo, the endometrium, and 
the granulose cells, are estrogen dependent. Because the 
hypoestrogenic environment that develops may compromise 
cell function, maintaining the E2 synthesis could lessen some 
of the indirect (E2-mediated) GnRH antagonist action at the 
ovarian or endometrial levels (Acevedo et al., 2004)
In this meta-analysis, a good effect of r-LH supplementation in 
ovarian stimulation was observed in the serum estradiol levels 
on the day of hCG administration. Signifi cant higher serum 
estradiol level was found in 221 women using r-LH than in 205 
women not using (p<0.0001; WMD: 514, 95% CI 368, 660). This 
result demonstrates that the association of r-LH with r-FSH may 
prevent a decrease in estradiol after antagonist administration. 
In addition, signifi cant higher number of mature oocytes was 
retrieved in 214 women using r-LH than in 193 women not using 
(p=0.0098; WMD:0.88, 95% CI-0.21, 1.54). Further prospective 
studies are required to substantiate these facts.
On the other hand, these good results were not observed 
in total of r-FSH administered (p=0.87; WMD:8.51, 95% 
CI-98.2,115.2), days of stimulation (p=0.65; WMD:0.07 95% 
CI–0.24,0.37), number of oocyte retrieval (p=0.34; WMD:0.41, 
95% CI–0.44,1.3), the CPR per oocyte retrieval (p=0.69; 
OR=0.89, 95% CI-0.57,1.39), the implantation rate (p=0.96; 
OR=0.99 95% CI-0.66,1.48) and miscarriage rate (p=0.82; 
OR=1.06, 95% CI-0.29,3.8).

In conclusion, considering all the outcomes, probably there 
is no reason to be concerned that the use of r-LH supple-
mentation could impose harmful effect. Moreover, our results 
demonstrated that the association of r-LH with r-FSH may 
prevent any decrease in estradiol after antagonist adminis-
tration and a signifi cant higher number of mature oocytes 
were offered for laboratory work. Nevertheless, additional 
randomized controlled trials are needed to further confi rm 
these results.
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-Cochran Q= 0.03 (df=1) p = 0.86

O Emprego de Hormônio Luteinizante
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RESUMO
Atualmente, surgiu a preocupação com as concentrações 
séricas de LH ativo quando se utiliza o protocolo longo de 
indução GnRH agonista em combinação com rFSH. Acredita-
se que níveis baixos desse hormônio prejudicam os resultados 
das TRA, uma vez que é necessária uma concentração sérica 
mínima de LH ativo para a obtenção do desenvolvimento 
folicular normal e maturação oocitária adequada. Estudos 
mostram que há uma grave supressão de níveis séricos 
normais de LH nas pacientes induzidas somente com rFSH, 
prejudicando os resultados do tratamento da infertilidade. 
Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo comparar o 
número de oocitos maduros recuperados após o emprego de 
protocolos de indução ovulatória com agonista do GnRH com 
rFSH associados ou não ao suplemento de hMG. 89 ciclos 
foram realizados e divididos em dois grupos: grupo I - ciclos 
de estimulação com GnRH agonista + rFSH + hMG e grupo 
II - com GnRH agonista + rFSH. Os análogos foram iniciados 
no 22° dia do ciclo e mantidos até o bloqueio. Durante os 
primeiros 5 dias, todas as pacientes receberam 300UI de 
rFSH. Após o 5º dia, pacientes do grupo I receberam 300UI 
de hMG e as do grupo II 300 UI de rFSH. Na presença de dois 
folículos com 16 – 17 mm, foi administrado o hCG, sendo a 
punção realizada 34 horas depois. Os resultados mostraram 
que não houve diferença estatisticamente signifi cativa quan-
to ao número de oócitos maduros e embriões aptos para 
transferência, concluindo que hMG pode ser adicionado ao 
protocolo de indução sem prejuízo na qualidade e quantida-
de de oócitos maduros com número adequado de embriões 
aptos para transferência. 

Palavras–chave: hMG e FSH, protocolo longo, indução 
ovariana , agonista

ABSTRACT
During recent years, it has been much debated whether sup-
pression of LH levels during ovarian stimulation is benefi cial, 
harmless, or harmful in relation to the ART. These discrepan-
cies refl ect that the exact requirements of LH for normal folli-
cular development and oocyte maturation are not known. Trial 
have shown that severe suppression of midfollicular LH levels 
in the serum occurs in women treated with rFSH, resulting in 

signifi cantly depressed levels of circulating E2 as well as in a 
poorer outcome of ART as compared with women treated 
with hMG. The aim of the present study was compare the 
number of mature oocytes observed that women treated with 
GnRH agonist followed rFSH with addition or not the hMG. 
89 cycles was included and separated in two groups: group 
I - cycles stimulated with GnRH agonist + rFSH + hMG and 
group II – cycles with GnRH agonist + rFSH. The analogues 
was initiated at 22° day of the cycle and maintained until the 
blockade. During the fi rst 5 days of ovarian stimulation, all the 
patients were treated with rFSH (300IU). After, the group I’s 
patients were treated with hMG (300IU) and group II’s patients 
were treated with rFSH (300IU). When two follicles with 16 
– 17mm were observed, hCG was administrated. The pick-
up was realized 34 hours after hCG. There was no signifi cant 
difference in the numbers of mature oocytes picked-up and 
number of embryos to transfer. It was concluded that hMG 
additioned with ovarian stimulation’s long protocol offered 
adequate number of mature oocytes and normal embryos 
to transfer.

Key words: hMG and FSH,  long protocol, ovarian stimula-
tion, agonist

INTRODUÇÃO
A indução ovariana caracterizada “step-down” com GnRH 
agonista acompanhada de gonadotrofi nas exógenas teve 
grande aplicabilidade na última década no tratamento hor-
monal de mulheres submetidas às técnicas de reprodução 
assistida (TRA). Durante o mesmo período, a utilização de 
componentes urinários que contêm a mesma concentração 
de FSH e LH ativos, hMG, diminuiu enquanto aumentava a 
aplicabilidade de FSH urinário (uFSH), que apresenta con-
centração mínima de LH ativo, e FSH recombinante (rFSH), 
totalmente isento de LH ativo (Westergaard et al, 2001).
Atualmente, surgiu a preocupação com as concentrações 
séricas de LH ativo e, conseqüentemente, em relação à sín-
tese de estradiol (E2) quando se utiliza o protocolo longo de 
indução GnRH agonista em combinação com FSH. Acredita-
va-se que níveis baixos desses hormônios prejudicariam os 
resultados das TRA. No entanto, pesquisadores mostraram 
que é necessária uma concentração sérica mínima de LH 
ativo para a obtenção do desenvolvimento folicular normal e 
maturação oocitária adequada, uma vez que menos de 1% 
dos receptores foliculares são específi cos para LH. 
Os bons resultados obtidos com GnRH agonista somado ao 
rFSH em pacientes normogonadotrófi cas sem suplementação 
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de LH exógeno comprovam essa teoria, sugerindo que ciclos 
bloqueados apresentam níveis endógenos de LH sufi cientes 
para a foliculogênese normal (Westergaard et al, 2001, Wely 
et al., 2003).
No entanto, estudos comparando FSH e hMG após aplica-
ção de GnRH agonista mostraram uma grave supressão de 
níveis séricos normais de LH (< 1UI/L) somente nas pacientes 
induzidas com FSH, diminuindo o nível de E2 circulante e pre-
judicando os resultados do tratamento da infertilidade. Além 
disso, baixos níveis de LH e E2 aumentam o risco de aborto 
precoce sugerindo uma participação desses hormônios após 
a implantação (Westergaard et al, 2001).
Esses dados sugerem que protocolos de indução deveriam 
incluir suplementação com LH ativo, hMG ou LH recom-
binante, mesmo para pacientes normogonadotrófi cas. No 
entanto, segundo Wely et al. (2003), a suplementação com 
LH exógeno para esse grupo de oocitos recuperados no dia 
da punção do grupo I (9,9 ± 8,2) foi comparado com o grupo 
de pacientes aumentaria os níveis de concentração sérica 
desse hormônio provocando baixas taxas de fertilização e 
aumento da ocorrência de abortos espontâneos.
Tendo em vista as várias possibilidades de indução, esse 
trabalho tem por objetivo comparar o número de oocitos ma-
duros recuperados após o emprego de protocolos de indução 
ovulatória com agonista do GnRH com rFSH associados ou 
não ao suplemento de hMG. 

MATERIAIS E MÉTODOS
Oitenta e nove ciclos foram incluídos neste estudo e divididos 
em dois grupos de acordo com o protocolo de indução: grupo 
I - 67 ciclos de estimulação com rFSH + hMG após bloqueio 
com agonista e grupo II - 22 com rFSH após bloqueio com 
agonista.
 Em ambos os grupos, os análogos (lupron ou synarel) foram 
iniciados no 22° dia do ciclo com duas aplicações diárias até 
o bloqueio, correspondente ao primeiro dia de sangramento, 
ou com níveis séricos de estradiol abaixo de 100 pmol com 
ausência de folículos durante a  ultra-sonografi a. 
Durante os primeiros 5 dias, todas as pacientes receberam 
150UI de rFSH duas vezes ao dia por 5 dias. Após o 5º dia, 
pacientes do grupo I receberam 150UI de hMG em duas 
tomadas diárias e as do grupo II continuaram a receber 300 
UI de rFSH. Dosagens séricas de estradiol e monitorização 

com ultra-sonografi a foram realizadas em todas as pacientes. 
Quando pelo menos dois folículos atingissem 16 – 17 mm, 
250 µg hCG recombinate foi administrado. Punção folicular 
ocorreu 34 horas após a administração de hCG.  
Os dois grupos foram avaliados com relação ao número de 
folículos no dia do hCG, número de oócitos puncionados 
assim como o de oócitos maduros e imaturos observados, 
quantidade de embriões com fertilização normal e embriões 
transferidos.

RESULTADOS
Não houve diferença estatística quando a idade média (± 
desvio padrão) das pacientes foi comparada entre os gru-
pos (33,4 ± 4,7 e 34,7 ± 3,3; respectivamente, grupos I e II; 
p>0,05) (Tabela I).
Os dois grupos foram comparados quanto ao número de 
folículos no dia do hCG, número de oócitos puncionados 
assim como o de oócitos maduros e imaturos observados, 
quantidade de embriões com fertilização normal e embriões 
transferidos, como mostra a Tabela I.
Não houve diferença estatística quando a quantidade média 
de folículos no dia do hCG (± desvio padrão) foi comparada 
entre os grupos (12,6 ± 5,0 e 10,6 ± 5,0; respectivamente 
grupos I e II: p>0,05). O mesmo ocorreu quando o número 
médio de oócitos recuperados no dia da punção do grupo 
I (9,9 ± 8,2) foi comparado com o grupo II (8,8 ± 6,0) com 
p>0,05. Mesmo quando aplicado o teste Kruskall Wallis, os 
resultados das medianas entre os grupos não apresentaram 
diferença estatística (8,0 e 7,0; grupos I e II respectivamente) 
(Tabela I).
Foram comparados os números de oócitos em metáfase II 
(MII), em metáfase I (MI) e em prófase I (PI) entre os grupos 
com dois testes estatísticos diferentes. Quando usado o t 
de student, a quantidade média de oocitos MII observada (± 
desvio padrão) não diferiu estatisticamente entre os grupos I 
e II (7,3 ± 6,1 e 6,5 ± 5,0, p>0,05; respectivamente). O mesmo 
ocorreu com a comparação da quantidade média de MI e PI 
em ambos os grupos (MI: 1,5 ± 1,9 e 1,5 ± 1,7; PI: 0,9 ± 1,6 e 
0,7 ± 0,8; p>0,05; respectivamente nos grupos I e II). Quando 
usado o teste Kruskall Wallis, os resultados das medianas dos 
oocitos MII, MI e PI não diferiram estatisticamente (MII: 6,0 e 
5,0, MI: 1,0 e 1,0, PI: 0,7 e 0,7; p>0,05, respectivamente nos 
grupos I e II) (tabela I).

Tabela I – Resultados obtidos após bloqueio com agonista e estimulação ovariana com ou sem a adição de hMG em pacientes 
de bom prognóstico com FSH basal < 10 e idade ≤ 35 anos.

Agonista + Gonal + hMG Agonista + Gonal P

Número de ciclos realizados 67 22

Idade (± desvio padrão) (*) 33,4 ± 4,7 34,7 ± 3,3 0,263

Folículos no dia hCG  (*) 12,6 ±  5,0 10,6 ± 5,0 0,114

Oocitos (média ± desvio) (*) 9,9 ± 8,2 8,8 ± 6,0 0,494

Oocitos (mediana) (**) 8,0 7,0 0,797

MII(média ± desvio) (*)  7,3 ± 6,1          6,5 ±5,0 0,542

MII (mediana)  (**)     
                                     

6,0 5,0 0,631

MI (média ± desvio) (*) 1,5 ± 1,9 1,5 ± 1,7 0,878

MI (mediana) (**) 1,0 1,0 0,738

PI (média ± desvio) (*)                               0,9 ± 1,6 0,7 ± 0,8 0,391

PI (mediana) (**) 0,7 0,7 0,865

Embriões com fertilização normal (*) 5,5 ± 4,8 5,8 ± 3,9 0,751

Embriões transferidos  (*)                 2,9 ± 1,6 3,1 ± 1,6 0,551

(*) Teste t de Student ; (**) Kruskall-Wallis. Nível de signifi cância p<0,05.
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Com relação à quantidade média de embriões com fertilização 
normal (± desvio padrão) não houve diferença estatistica-
mente signifi cativa entre os grupos I e II (5,5 ±  4,8 e 5,8  ±  
3,9, respectivamente; p>0,05). Assim como com relação ao 
número médio de embriões transferidos (± desvio padrão), 
2,9 ± 1,6 e 3,1 ± 1,6, com p>0,05 (Tabela I).

DISCUSSÃO
A decisão sobre qual gonadotrofi na utilizar em combinação 
com o análogo do GnRH é difícil. Considerando-se duas meta-
análises apresentadas por Wely et al. (2003) comparando uFSH 
e hMG, não há diferença com relação à taxa de gestação entre 
ambos os protocolos. No entanto, quando se compara uFSH e 
rFSH, as taxas de gestação por ciclo, gestação por embriões 
transferidos e gestação continuada por ciclo são signifi cativa-
mente maiores com a aplicação do recombinante. 
Alguns autores, como Out et al. (1995) e Jacob et al. (1998), 
sugerem que ambas as drogas, rFSH e hMG, são equipo-
tentes, não havendo assim diferença estatisticamente sig-
nifi cativa entre os seus resultados. Acreditam que possíveis 
resultados estatisticamente diferentes estejam diretamente 
relacionados com a dose hormonal utilizada. 
Estudos randomizados mostram uma diferença não signifi -
cativa na porcentagem de oocitos MII e número de oócitos 
totais recuperados assim como na qualidade embrionária 
e taxa de gestação quando se compara rFSH e hMG.  No 
entanto, outros pesquisadores mostram a efi ciência do rFSH 
em comparação ao hMG com ralação às taxas de gestação 
continuada e implantação (Goldfarb & Desai, 2003). 
Os resultados de Bergh et al. (1997) discordam em absoluto 
com os dados apresentados pelos autores citados acima. 
Após observarem 200 pacientes submetidas à Fertilização 
in vitro (FIV) clássica induzidas com doses equivalentes 
de hMG e rFSH, mostraram um número maior de oócitos 
recuperados quando a indução foi realizada com rFSH, no 
entanto as taxas de gestação continuada foram similares em 
ambos os grupos.
Por muitas décadas, GnRH agonista foi utilizado para indução 
ovariana em combinação com gonadotrofi nas na prevenção 
de um pico de LH prematuro, induzindo a liberação inicial 
de gonadotrofi nas (“fl are up”) antes do bloqueio total da 
hipófi se, reduzindo signifi cativamente a taxa de ciclos can-
celados em comparação com induções realizadas apenas 
com gonadotrofi nas (Ortmann et al., 2001, Cheung et al., 
2005). No entanto, a utilização desse análogo requer altas 
doses de gonadotrofi nas por um longo período de indução 
(Cheung et al., 2005).
Recentemente, GnRH antagonistas foram introduzidos nos 
protocolos de indução ovariana, agindo no bloqueio rápido 
dessa glândula sem que haja “fl are-up” (Ortmann et al., 2001). 
Por essa característica farmacológica, os antagonistas podem 
ser administrados mais tardiamente nos ciclos auxiliando na 
prevenção de picos prematuros de LH, não interferindo na 
fase folicular e, assim, não prejudicando o recrutamento dos 
folículos (Cheung et al., 2005).
Estudos comparativos entre ambos análogos de GnRH 
mostraram diferença não signifi cativa com relação à taxa de 
fertilização, de qualidade embrionária e qualidade oocitária. 
No entanto, o tratamento com antagonista apresentou menor 
incidência de hiperestímulo ovariano (Ortmann et al., 2001).
 Os protocolos longos de indução somados ao rFSH apre-
sentam custo mais elevado do que quando introduzido o 
hMG na indução ovariana. Em Cleveland, Ohio, uma ampola 
de hMG custa, aproximadamente, dois terços o valor da 
ampola do rFSH ($40 vs $60). No fi nal da indução, o preço 
médio gasto utilizando rFSH é aproximadamente 30% maior 
do que ciclos induzidos com hMG (Goldfarb & Desai, 2003). 

Apesar de existirem controvérsias entre os estudiosos da área, 
muitos trabalhos realizados mostraram a efi ciência do hMG 
na indução ovariana, não ocorrendo prejuízos com relação 
ao número de oócitos totais e maduros puncionados, assim 
como ao número de embriões adequados para transferên-
cia e taxa de gestação quando comparados com a indução 
com rFSH. Sendo assim, protocolos alternativos podem ser 
aplicados em pacientes que dispõem de baixo nível econô-
mico, não apresentando por isso diferenças signifi cativas nos 
resultados do tratamento.
Esse trabalho retrospectivo mostrou que não há diferença 
estatisticamente signifi cativa quanto ao número de folículos 
no dia do hCG, número de oócitos no dia da punção, quan-
tidade de oócitos maduros e imaturos observados, número 
de embriões com fertilização normal e embriões transferidos 
quando se compara a indução com ou sem adição de hMG 
ao protocolo GnRH agonista mais rFSH, concluindo que hMG 
pode ser adicionado ao protocolo de indução sem prejuízo na 
qualidade e quantidade de oócitos maduros com número ade-
quado de embriões aptos para transferência, apresentando 
assim a possibilidade de protocolos alternativos com custos 
menores para grupos de pacientes com baixa renda. 

LISTA DE ABREVIAÇÕES
1. E2: Estradiol
2. FSH: Hormônio Folículo - Estimulante
3. GnRH: Hormônio Liberador de Gonadotrofi na
4. hCG: Gonadotrofi na Coriônica Humana
5. hMG: Gonadotrofi na Menopausal Humana
6. LH: Hormônio Luteinizante
7. MI: Metáfase I
8. MII: Metáfase II
9. PI: Prófase I
10. TRA: Técnicas de Reprodução Assistida
11. rFSH: Hormônio Folículo Estimulante Recombinante
12. uFSH: Hormônio Folículo Estimulante urinário
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RESUMO 
As práticas de assistência médica à reprodução humana 
têm produzido um contexto crescente de paternidades e 
maternidades dissociadas.  As dimensões biológica e social 
da fi liação são questionadas e o recurso a doadores de ga-
metas suscita demandas de anonimato e segredo. Os pais 
devem revelar o segredo sobre o modo de concepção aos 
seus fi lhos? O que deve prevalecer neste caso: o direito da 
criança de conhecer sua origem ou o direito dos pais de 
proteger suas vidas privadas? O presente artigo tem como 
objetivo analisar a partir de uma abordagem comparativa entre 
a França e o Brasil, a questão do segredo e do anonimato 
na fi liação produzida pelas novas tecnologias de concepção. 
A quebra do segredo com a manutenção do anonimato se 
mostram uma saída ética face aos dilemas das novas confi -
gurações familiares.

Palavras-chave: segredo, anonimato, reprodução assistida

ABSTRACT
The new reproductive technologies have produced a incre-
asing context of dissociated paternities and maternities. The 
biological and social dimensions of the fi liation are questioned 
and the donors of gametes excite demands of anonymity and 
secret. Must parents disclose the secret of these conceptions 
to their children? What case must prevail: the right of the child 

to know its origin or the right of the parents to protect their 
private lives? The present article has as objective to analyze 
the secret and the anonymity in the fi liation produced for the 
new technologies of conception by means of  a comparative 
approach between France and Brazil. The secret in addition 
with the maintenance of the anonymity could be an ethical exit 
face to the dilemma of the new familiar confi gurations. 
 
Key-words: secret, anonymity, reproductive technologies

INTRODUÇÃO
Nos últimos 30 anos, o campo da saúde reprodutiva viveu um 
enorme progresso cientifi co a partir da medicalização dos ca-
sais sem fi lhos. Passamos de uma infertilidade irremediável a 
uma reprodução dissociada da sexualidade e instrumentaliza-
da (Salam, 1998). Atualmente esta modalidade de reprodução 
exige a intervenção de um ator social: o médico.
De acordo com Bateman & Salem, este evento “criou em torno 
dos embriões uma rede de atores cada vez mais complexos 
e suscita novas questões concernindo a hierarquização dos 
participantes e seus argumentos defendidos” (1999, p. 53). 
Segundo alguns autores, estas técnicas quando destituídas 
de limites podem engendrar rupturas simbólicas importantes 
na regulação social da fi liação. Pesquisadores ingleses, por 
exemplo, desejavam melhorar a qualidade de embriões in vitro 
a partir da fecundação de óvulos extraídos de fetos humanos 
abortados. As crianças nascidas nesta modalidade seriam 
assim fi lhas de mulheres que nunca chegaram a nascer. De 
acordo com Le Breton (1996) podemos estar diante de prá-
ticas que negam o simbólico e com isso a condição humana 
sempre ligada ao limite. 
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Na França, a lei de Bioética de 2004 limita o acesso às 
técnicas de reprodução ao destiná-las apenas a casais (ho-
mem e mulher) legalmente unidos e em idade de procriar: “a 
assistência médica à reprodução é destinada a responder à 
demanda parental de um casal. Tem como objetivo remediar 
a infertilidade de caráter patológico e medicamente diag-
nosticada ou de evitar a transmissão a uma criança ou a um 
membro do casal de uma doença de uma gravidade particu-
lar”. De acordo com Novaes (1996) esta lei procura conferir 
um caráter “natural” à técnica médica, restringindo-a a casais 
heterossexuais confrontados com a esterilidade clínica. Entre-
tanto, esta mesma lei engendra mudanças radicais ao instituir 
práticas que modifi cam as relações de fi liação e parentesco 
de uma forma nunca prevista pela “natureza”, como no caso 
de doação de embrião onde a criança tem uma dupla fi liação 
biológica materna, por exemplo.
A autora constata ainda que o reforço dado ao caráter “na-
tural” da tecnologia é enfatizado pela exigência de um pai e 
de uma mãe na base do projeto parental. Porém, enquanto 
uma mulher francesa possui o direito individual de adotar e 
mesmo de abortar, ela não pode gerar uma vida através da as-
sistência médica à procriação. Neste sentido, uma criança já 
nascida pode ser criada apenas pela mãe, enquanto que para 
um embrião a presença de um casal é obrigatória. O direito 
francês favorece o acesso a uma fi liação no caso da adoção 
e privilegia a inscrição do embrião numa família tradicional 
em caso de assistência médica à reprodução.
No Brasil, o debate legislativo sobre a regulamentação da 
reprodução assistida nasce dez anos após a prática ser ini-
ciada no país (Diniz, 2003). O projeto de lei (PL) 1184/2003 
que dispõe sobre as tecnologias de reprodução aguarda 
discussão e tramita atualmente no congresso, sendo a última 
ação realizada no dia 28/12/05. Projeto proposto inicialmente 
em 1993, recebeu substitutivos e a ele foram apensados 
cerca de seis outros que dizem respeito à regulamentação 
das tecnologias de reprodução. 
O único documento que enquadra a prática no país é a Re-
solução 1358/1993 do Conselho Federal de Medicina (CFM). 
Segundo o CFM toda mulher tem direito de submeter-se a 
uma reprodução assistida. São autorizadas ainda a doação 
de gametas, a doação de embriões e a maternidade de subs-
tituição (as doadoras temporárias de útero devem pertencer a 
família da demandante, não pode haver qualquer remunera-
ção). A maternidade de substituição é proibida na França.
As situações de reprodução com recurso a doadores de 
gametas ou ao dom de embrião lançam pais e fi lhos em 
campos de tensão emocional que precisam ser levadas em 
consideração. No contexto francês, o CCNE (Comitê Con-
sultativo Nacional de Ética para as ciências da vida) apela à 
transparência em relação às origens como atitude desejável 
em relação à criança. A busca das origens é considerada 
uma etapa natural e necessária no processo de construção 
da personalidade e pode se revelar um processo patológico 
quando revestida de não-ditos geradores de sentimentos 
desestabilizadores, como a culpa. 
No Brasil, alguns projetos de lei como o PL 120/2003 e o 
PL 4686/2004 procuram garantir à pessoa nascida através 
das tecnologias conceptivas, o direito de acesso às origens. 
Entretanto, um erro conceitual fundamental compromete a 
intenção do legislador. Trata-se da diferença entre segredo e 
anonimato na concepção. Assim, segundo o PL 4686/2004 
“entendemos que a possibilidade de o ser conviver com a 
verdade decorrente do conhecimento de sua origem genética 
representa uma forma de proteção  muito mais digna  do que 
uma existência fundada na mentira ou negação da verdade, 
suscetível de produzir lesão ao indivíduo”.
Segredo e anonimato são assim confundidos como sendo 

o mesmo fenômeno. Porém, no caso das tecnologias de re-
produção, o anonimato do doador existe para os pais e para 
a criança, enquanto que o segredo do modo de concepção 
é compartilhado pela equipe médica e pelos pais. Assim, o 
segredo concerne à modalidade de concepção enquanto que 
o anonimato diz respeito à identidade do doador. É o segredo 
que esconde a negação da verdade, e não o anonimato, como 
sugere o projeto de lei acima citado. 
Para a criança, é o segredo sobre a concepção que resta uma 
verdade escondida, podendo atingir dimensões desestrutu-
rantes na medida em que impede a verifi cação de possíveis 
suspeitas, agravadas ainda pelo tempo. Entretanto, sabemos 
que quanto mais cedo for revelado o modo de concepção, 
menos necessidade de quebrar o anonimato a criança viven-
ciará. É o segredo e a reticência em falar sobre a concepção 
que criam o imperativo da quebra do anonimato, o que não 
acontece quando a pessoa constrói sua personalidade numa 
relação de confi ança e sabe desde cedo que a modalidade 
de seu nascimento não é um segredo. Nestas condições, o 
que podemos aconselhar aos pais, atirados entre o desejo de 
mascarar a ajuda médica e o bem estar de seu fi lho? 

O caso da doação de gametas
Na França, a doação de espermatozóides é regulada pelos 
CECOS (Centros de Estudo e Conservação de Embriões e 
Esperma Humanos) que foram criados em 1973. Existem 
23 centros públicos e um de caráter privado que são en-
carregados da coleta e do armazenamento de gametas. 
Com a fi nalidade de preservar eticamente a dignidade de 
doadores e receptores, os doadores não sabem se sua 
doação levou a uma reprodução assistida e os receptores 
não conhecem a identidade do doador. A lei de bioética 
de 2004 estabelece alguns critérios relativos ao doador: 
ter menos 45 anos, ser pai de ao menos uma criança, ter 
boa saúde, ser casado e ter o consentimento por escrito 
de sua esposa. A doação de esperma deve ser voluntária e 
anônima. O doador não possui algum direito de paternidade 
em relação aos possíveis fi lhos e fi lhas nascidos a partir 
de sua doação. Esta interdição evidencia a dissociação 
entre fi liação biológica e fi liação social, isto é, o genitor 
não é reconhecido como pai. Para dar início ao processo 
de reprodução assistida, o casal receptor deve assinar um 
consentimento livre, informado e esclarecido. O homem 
não poderá contestar a paternidade da criança a nascer, 
uma vez que é reconhecido como pai legítimo. Em outras 
palavras, a fi liação é garantida de maneira defi nitiva e 
irrevogável. O anonimato do doador fi gura apenas para o 
casal, uma vez que a equipe médica possui o acesso aos 
dados identifi cadores do doador (antecedentes medicais, 
pessoais e familiares).
Segundo o CCNE “ a doação de esperma permite reparar 
a ferida que constitui a esterilidade masculina e ajuda a 
superar o luto da paternidade biológica. Entretanto, não 
impede um sentimento de exclusão em face desta pater-
nidade puramente social. São necessários generosidade 
e amor para que se aceite  um terceiro” (2006, p. 13). O 
casal receptor passa por entrevistas psicológicas de forma 
a garantir um espaço de palavra e de escuta. As entrevis-
tas abordam principalmente o luto face à infertilidade, o 
papel do pai no seio da família e o segredo sobre a forma 
de concepção.
Estudos realizados pelos CECOS mostram que crianças nasci-
das a partir de inseminação artifi cial com doador não aparen-
tam alguma desestabilidade psicológica devido ao modo pelo 
qual foram concebidas. Pelo contrário, tendem a destacar a 
“coragem” dos pais e não apresentam algum desejo de quebra 
de anonimato ou de busca pelas origens biológicas. 

Segredo na fi liação
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No Brasil a resolução 1358/92 do Conselho Federal de Medi-
cina estabelece que a doação não tem caráter comercial ou 
lucrativo e assegura o sigilo das identidades de doadores e 
receptores, mesmo nos casos em que informações médicas 
foram demandadas. Enquanto na França o legislador esforça-
se por estabelecer leis que garantam a inscrição legítima da 
criança na família, dissociando o genitor do pai, no Brasil, a 
busca por uma “verdade biológica” é ressaltada diante do 
projeto social de fi liação como sugere o PL 4686/2004.
Segundo este projeto de lei a pessoa nascida a partir de 
técnicas de fertilização heterólogas (com doação de gametas) 
“tem o direito de saber quem são seus pais biológicos”. A 
tensão entre características físicas e identidade social aparece 
pela superposição entre o papel de genitor e o papel de pai. 
Cabe à sociedade brasileira se questionar: quais os reais be-
nefícios que a quebra do anonimato do doador proporciona? 
Em outras palavras, será que o princípio do não anonimato 
contribui para a idéia de que você é hoje o que já estava 
determinado (unilateralmente) por um conjunto de genes do 
qual pouco se sabe sobre?
A visão determinista do desenvolvimento humano segundo a 
qual o individuo é forjado de dentro para fora e não através da 
interação entre os pares se traduz no pressuposto de que o 
homem é determinado antes por sua natureza de que por sua 
cultura (Salem, 1997). Assim, o PL 4686/2004 preconiza “o 
conhecimento da verdade biológica a respeito da origem do 
indivíduo gerado nestas condições mostra-se imprescindível, 
já que com o avanço inconteste da Engenharia Genética é 
possível saber com segurança a identidade genética do ser 
humano. (...) Busca-se, com tal direito, a compreensão das 
características físicas, psíquicas e comportamentais, até 
então desconhecidas (...)”.
O que é uma identidade genética e mais ainda, que segurança 
ela é capaz de garantir sobre uma “verdade” humana? Que 
respostas, o conjunto de genes humanos pode fornecer so-
bre comportamentos “desconhecidos”? Desconhecidos de 
quem, por quem?
Assim, emerge deste suposto direito às origens genéticas 
uma representação de pessoa humana enquanto um indi-
víduo anterior às relações sociais, um ser único e irredutível 
cuja identidade exclui por defi nição a alteridade e pior, nega 
a construção contínua e essencialmente relacional das 
características psicossocio-culturais que nos constituem 
(Salem, 1997).
O pressuposto de ser humano pré-social, biologicamen-
te determinado encontra-se presente também nas fi chas 
preenchidas por doadores nas clínicas e bancos de sêmen 
(Costa, 2004). Enquanto na França em nenhum caso o 
doador deve informar dados subjetivos como religião ou 
nível de estudos, em alguns bancos de sêmen brasileiros o 
doador informa não só sua religião e escolaridade, mas até 
seus “hobbies”. Para alguns médicos, essa é uma forma de 
criar uma “identifi cação” da parte do receptor em relação 
ao doador (Costa, 2004). Ora, qual o sentido desta suposta 
identifi cação? Estamos diante da noção de que a criança já 
trará o “selo de garantia” de bons modos e do “status” social 
elevado medido pela escolaridade e pelo passa-tempo dos 
genes que recebeu.
A doação de óvulos se mostra ainda mais complexa. A lei 
francesa proíbe a doação não anônima, entretanto, como 
sugere o CCNE, este tipo de doação é praticado no seio da 
família. Os casais encontram doadoras de modo mais fácil 
entre os familiares, uma vez que contrariamente à doação de 
esperma que não necessita procedimento medical, para obter 
os óvulos a mulher sofre uma intervenção médica custosa 
do ponto de vista físico e psicológico. A procura de doadora 
na família responde ainda a um desejo de manutenção da 

herança genética. Assim, o papel de genitor da doadora é 
camufl ado pela gravidez da receptora. A criança nasce de 
uma dupla maternidade biológica, que pode ser psicologi-
camente negada e disfarçada no caso de doação de óvulos 
entre parentes.
Neste sentido, convém perguntar: quais são as conseqüências 
psicológicas para uma criança que escuta de seu entorno que 
sua “mãe” é a “titia”, ou a “priminha”, mas que ela foi gerada 
na barriga da “verdadeira mãe”? Que sentimentos futuros 
esta criança pode vivenciar quando adolescente ou adulta: 
culpa, vergonha pelo seu modo de concepção? A doação 
de óvulos anônima parece ser ainda o melhor procedimento 
de proteção à identidade em constituição, como no caso da 
doação de esperma.
Neste sentido, a quebra do anonimato pode incentivar na 
criança a prioridade de uma “verdade biológica” de sua ori-
gem ao invés da criação de laços de confi ança entre a mesma 
e seus pais. Assim, o respeito ao anonimato dos doadores 
é uma condição sine qua non para uma prática baseada em 
princípios éticos de respeito à pessoa humana, pois o mais 
importante para a criança é se inscrever numa família e não 
numa cadeia de produção.

A doação de embrião
Os casais que se submetem às tecnologias de reprodução 
são freqüentemente confrontados à situação de embriões 
supranumerários, resultantes da fecundação, mas que são 
congelados para serem transferidos em um projeto parental 
posterior. Os casais que não desejam mais crianças podem 
doar seus embriões para outros. Na França, doadores e 
receptores são anônimos, assinam separadamente consenti-
mentos e são submetidos a uma enquête social, a decisão de 
trazer ao mundo o embrião sai assim da intimidade do casal 
para tocar a esfera pública. No Brasil apesar do CFM abordar 
a doação de “pré-embrião” pouco se conhece sobre esta 
prática em termos de número de embriões transplantados 
ou características dos receptores e/ou das receptoras.
No caso francês, o CCNE aconselha que seja dada a opor-
tunidade de acesso aos dados não identifi cadores ao adulto 
que procura informações, ou seja, acesso às origens com 
a manutenção do anonimato. Uma prudência especial é re-
comendada em relação às informações de possíveis irmãos 
e irmãs biológicas oriundas do primeiro projeto parental. 
Mas, o anonimato do casal doador se mostra problemático 
nos laboratórios franceses. A conservação de palhetas de 
esperma é feita com um número que não permite o acesso 
aos dados identifi cadores. Entretanto, no caso de doação 
de embrião, dado que o embrião se inscrevia em um projeto 
parental, ele é conservado com o nome do casal genitor 
(Saias, 1996). Assim, uma modifi cação no processo de 
estocagem reduziria a possibilidade de acesso aos dados 
identifi cadores dos genitores.
Outra problemática concerne à informação sobre a idade 
da genitora no momento da fecundação do embrião. De 
fato, este é um elemento que pode ser julgado como indis-
pensável pelo médico do casal (o que coloca em cheque 
o não acesso a dados identifi cantes), pois o óvulo tem a 
idade da doadora e um óvulo mais velho é mais suscetível 
a problemas genéticos. Além disso, a busca pela similitude 
genética em termos de características fenotípicas é quase 
impossível no caso de doação de embrião : o embrião a 
ser transplantado é uma pessoa potencial sobre a qual não 
temos alguma informação. Desta forma, o segredo sobre 
a fi liação é certamente insustentável e se apresenta parti-
cularmente perigoso: que sentimentos uma pessoa poderá 
vivenciar através da descoberta involuntária e/ ou tardia do 
seu modo de concepção?
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A legislação francesa sobre a doação de embrião parece ainda 
manifestar o desejo institucional de se desembaraçar de um 
dilema moral nascido do experimentalismo das tecnologias de 
reprodução: a destruição de embriões humanos. Na França um 
casal não pode receber uma dupla doação de gametas e não 
pode se submeter a um novo tratamento até que seus embriões 
congelados tenham sido implantados ou descartados.
Os casais brasileiros e franceses encaram de forma solitária 
(são os únicos responsáveis) a manutenção de seus embriões 
supranuméricos, involuntários e congelados nos laboratórios. 
É, sobretudo o caráter involuntário do embrião excedente que 
não permite à sociedade julgar como um abandono o que 
nunca foi um projeto parental.
De acordo com Delaisi de Parseval (1996) estigmatizar os 
pais como “pais que abandonaram é um absurdo, pois são 
casais que mais que outros talvez querem ter fi lhos !”.  Neste 
sentido, a idéia de “adoção pré-natal”, defendida na França, 
é impertinente, já que não estamos diante do abandono de 
uma criança. Além disso, faz-se necessário no Brasil e no 
mundo, estudos que se interessem aos sentimentos vividos 
pelos casais doadores de embriões, seja para outro casal seja 
para pesquisa cientifi ca, quando é o caso. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS
Todo projeto de parentalidade deve respeitar o direito à 
dignidade de pais e fi lhos. Neste sentido, uma informação 
verdadeira e transparente sobre as origens é necessária 
para o desenvolvimento de vínculos estáveis entre a família. 
A rompimento do mistério é aconselhado, pois é muito difícil 
preservar um não-dito desta ordem que ganha dimensões 
devastadoras sob a identidade social de pais e fi lhos com o 
passar do tempo.

Assim, os pais devem ser os protagonistas da quebra do 
segredo de forma a evitar a cada uma das partes sentimentos 
de culpa e vergonha. A possibilidade de pesquisa das origens 
deve ser uma diretriz assegurada pela legislação brasileira, 
todavia o direito ao anonimato do doador deve ser mantido 
em todas as circunstâncias.
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ABSTRACT
Molecular biology techniques have suffered important ad-
vances in the past decade and its practical applications are 
getting more present each day. The studies involving male 
gametogenesis show a subtle relationship between molecular 
fi ndings and clinical features and fenotypes. Genetic altera-
tions are related to male infertility like spermatogenesis failure, 
impaired gondotropin releasing and deferent duct agenesia. 
The molecular study of the spermatic cells shows that im-
pairment of DNA packing and its integrity leads to defects in 
the pro-nucleus formation and, thus, interferes with in vitro 
fertilization outcome. These studies also show that there is an 
increase in DNA anomalies and increased apoptosis in sper-
matozoids from thawed semen. Flow cytometry can identify 
enriched cell populations and allow their selection before an 
ICSI treatment. Through these techniques, it will be possible 
to develop the palliative or assisted reproduction treatments 
needed for the couples where there is a male factor to achieve 
pregnancy without risks. 

ABSTRACT (PORTUGUÊS) 
As técnicas de biologia molecular sofreram importantes avan-
ços na ultima década e sua aplicação pratica é cada dia mais 
presente. Os estudos realizados envolvendo a gametogênese 
masculina mostram nítida correlação entre achados molecu-
lares e quadros clínicos e fenotípicos. Alterações genéticas 
estão relacionadas com a infertilidade masculina como falha na 
espermatogênese, alterações de secreção de gonadotrofi nas e 
ausência de ductos deferentes. O estudo molecular das células 
espermáticas mostra que alterações no empacotamento e na 

integridade do DNA podem levar a defeitos na formação do 
pro-núcleo masculino e, portanto, na performance da fertiliza-
ção in vitro. Mostra também que existe aumento de anomalias 
no DNA e aumento de apoptose nos espermatozóides de 
amostras de sêmen congelado. A citometria de fl uxo pode 
identifi car populações de células espermáticas enriquecidas e 
permitir sua seleção antes de um tratamento de ICSI. Através 
destas técnicas se pôde desenvolver ou se desenvolverão os 
tratamentos paliativos ou de reprodução assistida necessários 
para que os casais nos quais os homens estejam afetados 
possam ter descendência sem correr riscos.

Key Words: Spermatogenesis, male infertility, DNA, Molecular 
Biology

ESPERMATOGÊNESE, INFERTILIDADE 
MASCULINE, DNA, BIOLOGIA MOLECULAR

INTRODUÇÃO
A espermatogênese é um processo biológico que pode 
resumir-se em três fases consecutivas: na primeira delas, 
ocorrem proliferação e renovação das espermatogônias, 
graças a mitoses sucessivas, que resultarão, por um lado em 
novas células madre e, por outro, em células que avançarão 
na espermatogênese. Estas darão lugar a espermatócitos, 
que entrarão em processo de diferenciação citológica que 
concluirão com a meiose, o que reduzirá sua carga genética 
dando espermátides haplóides. Finalmente, as espermátides 
entrarão no processo de espermiogênese, no qual é formado 
o acrossomo, a cauda e ocorre empacotamento do DNA, 
resultando fi nalmente no espermatozóide haplóide maduro.
Durante a década passada, as ferramentas da biologia 
molecular moderna proporcionaram descobertas únicas no 
conhecimento da espermatogênese.
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A investigação citogenética em homens inférteis mostra 
que as anormalidades cromossômicas autossômicas 
e sexuais podem ser responsáveis por defi ciências na 
espermatogênese. Junto com a infertilidade de origem 
cromossômica, as anomalias meióticas ou espermáticas 
sugerem a presença de mutações gênicas que interferem 
na evolução da espermatogênese e levam à formação de 
espermatozóides anormais. Através da Biologia Molecular 
se pode demonstrar a existência de essas mutações. Estas 
técnicas permitem que se conheça o defeito de células 
germinais portadoras de uma anomalia cromossômica 
particularmente quando esta é equilibrada e envolve au-
tossomos, e não os cromossomos sexuais (Guichaoua & 
Luciani, 2003).
Existe necessidade de que ocorram mudanças na cromati-
na durante a espermatogênese, formando espermatozóides 
nuclearmente maduros que sejam capazes de fecundar um 
óvulo e dar lugar a um pronúcleo masculino. Essas mudan-
ças podem ser analisadas pelo estudo do DNA. 
A cromatina das células somáticas geralmente difere da 
cromatina dos espermatozóides, e esta diferença é ba-
seada principalmente na ploidia, já que somente um jogo 
completo de cromossomos está incluído no núcleo de cada 
espermatozóide, enquanto existem duas cópias de cada 
cromossomo no núcleo das células somáticas. Além disso, 
outra diferença existente é o nível de empacotamento de 
cromatina dos espermatozóides, já que nestes ocorre uma 
mudança nas histonas de união do DNA por proteínas de 
transição que, por sua vez, serão substituídas por prota-
minas nas espermátides (Green et al., 1994).
Após a entrada de um espermatozóide em um ovócito, a 
nucleoplasmina presente no citoplasma do gameta feminino 
produzirá a separação das protaminas por meio da redução 
das pontes de dissulfeto estabelecidas com o ácido nucléi-
co, fazendo com que ocorra a descondensação do núcleo 
e aumente seu tamanho, formando o pronúcleo masculino, 
que se combinará com o feminino no processo de fecun-
dação (Philpott et al., 1991; Philpott et al., 1992).
Com essa informação podemos concluir que, em cada 
etapa da espermatogênese, existe uma situação concreta 
do DNA, extremamente controlada e que qualquer alteração 
poderia difi cultar o processo reprodutivo.

CONTROLE GÊNICO DA ESPERMATOGÊNESE 
Com o sequenciamento do genoma humano (International 
Human Genome Sequencing Consortium, 2001:( Venter et 
al., 2001)) e a implementação dos programas funcionais em 
grande escala, tem-se a oportunidade de identifi car novos 
genes implicados na espermatogênese. Atualmente, somente 
as mutações pontuais no gene receptor de andrógenos (RA) 
representam um dos poucos defeitos gênicos realmente 
associados com uma falha espermatogênica. A realização 
de estudos em ratos knock out (onde se anula seletivamente 
a expressão de um determinado gene) mostra que muitos 
genes codifi cados tanto nos cromossomos sexuais como 
nos autossômicos estão implicados na diferenciação das 
células germinais, meiose ou nas etapas sucessivas da es-
permiogênese (Tabela I).
O estudo físico, genético e funcional do cromossomo Y permi-
tiu especial atenção à região Yq11, onde parecem estar loca-
lizados alguns genes da espermatogênese (fatores de azoos-
permia “AZF”) (Maclahlan et al., 1998). Aproximadamente 15% 
dos homens em que se diagnostica uma oligozoospermia 
severa ou uma azoospermia são portadores de microdeleções 
nesta zona, por perda de segmentos específi cos de DNA que 

levam à perda de genes vitais para a produção espermática 
(Chandley et al., 1998). Concretamente foram localizadas três 
regiões determinadas AZFa, AZFb e AZFc (Quershi et al., 1996; 
Vogt et al., 1996). Dos genes, o DAZ (ausente na azoospermia) 
e o RBM1 (domínio de união ao RNA) codifi cam proteínas 
de união ao RNA e se acredita que desempenham um papel 
importante na espermatogênese (Moro et al., 2000; Lin et al., 
2001). Se situam nas regiões AZFc e AZFb respectivamente. A 
maioria das microdeleções observadas nos pacientes se pro-
duzem na região AZFc e se associam às patologias descritas 
anteriormente. Os homens com deleções maiores nas regiões 
AZFa y AZFb têm normalmente defeitos espermáticos como 
o bloqueio de células germinais (bloqueio de maturação) ou 
a síndrome  de células de Sertoli “only” e são normalmente 
azoospérmicos (Vogt et al., 1996).
As mutações que impedem totalmente a função do re-
ceptor de andrógenos (AR) originam o que está defi nido 
como síndrome de feminilização testicular ou síndrome de 
insensibilidade androgênica completa, onde um indivíduo 
46XY está completamente feminizado ao nascer (Loy et al., 
2001). Além disso, determinadas mutações pontuais podem 
resultar em uma falha de espermatogênese (Yong et al., 
2000). Os aumentos de longitude da região de repetição de 
trinucleotídeos (CAG), localizada no éxon 1 do gene AR, que 
codifi ca um tramo de glutaminas no domínio da ativação da 
transcrição do AR, se relaciona diretamente com um elevado 
risco de apresentar uma espermatogênese defi ciente ou uma 
menor masculinização (Loy et al., 2001). Recentemente, em 
um estudo de homens com falha de espermatogênese bem 
documentada (Mifsud et al., 2001), se observou que homens 
com 26 ou mais repetições de CAG em seu AR tem 7 vezes 
mais possibilidades de serem azospérmicos que aqueles com 
menos de 26 repetições. Estes achados são compatíveis com 
o fenótipo da Doença de Kennedy, uma alteração neuromus-
cular degenerativa ligada ao cromossomo X, causada por 
mais de 40 repetições CAG no gene AR onde os indivíduos 
são inférteis devido a uma atrofi a testicular e a uma oligo-
zoospermia importante (La Spada et al., 2002). A chamada 
expansão CAG nesta patologia e em outras relacionadas com 
o mesmo fenômeno está associada com a “antecipação”, 
o que signifi ca que a idade em que a doença se manifesta 
diminui nas sucessivas gerações. Este fenômeno pode ser 
explicado pela instabilidade das repetições anormalmente 
expandidas, o que as torna mais susceptíveis de produzir 
extensões ainda maiores por cada cruzamento desigual ou 
por adições extra de repetições em cada cadeia simples pela 
DNA polimerase durante a replicação meiótica do DNA nas 
linhas germinais masculina e feminina. Assim, o fenômeno 
da antecipação deve ser considerado, já que o ICSI com 
espermatozóides de homens com 15 a 28 repetições CAG 
no seu AR (que estão dentro da normalidade), as transmite 
de maneira estável aos seus fi lhos. Não obstante, para ho-
mens inférteis com maior longitude de repetições (29 a 39), o 
grau de instabilidade da seqüência CAG no espermatozóide 
não é conhecido, de maneira que se desconhece a possibi-
lidade nestes homens com maior número de repetições, de  
transmitir alelos AR portadores da doença a suas fi lhas, que 
causarão a Doença de Kennedy em 50% de sua segunda 
geração de mulheres. Independentemente das repetições 
CAG, substituições de aminoácidos no domínio de união ao 
ligando do receptor AR que implicam os resíduos 727, 798 
e 886 originam problemas na espermatogênese através de 
um novo mecanismo. Neste caso, a patogenicidade não se 
transmite por uma união defi ciente do ligando e sim mediante 
uma interação defeituosa entre proteínas do domínio receptor 
com as encarregadas de mediar o processo de ativação da 
transcrição (Yong et al., 2000).
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ASPECTOS GENÉTICOS DA INFERTILIDADE 
MASCULINA
O avanço do conhecimento genético diminuiu o emprego 
do termo “infertilidade idiopática” para classifi car aqueles 
homens estéreis nos quais a causa de sua infertilidades é 
desconhecida, já que muitos fatores genéticos adquirem 
maior protagonismo em seu fenótipo. Além dos diretamente 
relacionados com a espermatogênese existem outros genes 
implicados na infertilidade masculina e que incluem funda-
mentalmente as alterações genéticas associadas a alterações 
na ação ou na secreção das gonadotrofi nas ou no nexo ge-
nético entre a fi brose cística e a ausência bilateral congênita 
dos condutos deferentes (Huyn et al., 2002).

ALTERAÇÕES GENÉTICAS RELACIONADAS 
COM A DEFICIÊNCIA DA ATIVIDADE 
GONADOTRÓFICA
Estas alterações geralmente caem em duas amplas catego-
rias: 1) aquelas relacionadas com a secreção ou com a ação 
do GnRH hipotalâmico, 2) Alterações primárias na secreção 
e na ação hipofi sária de LH e FSH.
A primeira está relacionada com os sintomas comuns asso-
ciados ao hipogonadismo hipogonadotrópico (HH) idiopático 
que incluem criptorquidia, ausência de desenvolvimento 
puberal, infantilismo sexual e diversos graus de hipospádias 
e alterações na descida dos testículos. Existe uma ampla 
gama de apresentações clínicas do HH dependendo do grau 
de ausência do GnRH, os casos mais severos manifestam-se 
com os sintomas anteriormente mencionados e os mais leves 
com desenvolvimento sexual incompleto cuja variabilidade 
será proporcional aos níveis de GnRH.
Geneticamente, o HH é uma alteração heterogênea em que 
um terço dos indivíduos possuem historia familiar positiva. 
Dentro deste grupo, aproximadamente 20% tem um padrão 
de herança ligada ao cromossomo X (Waldstreicher et al., 
1996). Através do mapeamento genético, a variante ligada ao 
cromossomo X da síndrome de Kallman foi associada a uma 
mutação no gene KALIG – 1 de localização Xp22.3 (Hardelin 

et al., 1993). Se sugere que a proteína codifi cada por este 
gene regula a migração dos neurônios produtores de GnRH 
y olfativos e seu desenvolvimento.
A segunda categoria consiste em um conjunto de mutações 
genéticas que inativam as sub-unidades Beta do FSH e do 
LH e dos genes que codifi cam seus receptores. Os indivídu-
os apresentam hipogonadismo e hipoplasia das células de 
Leydig (Bhasin et al., 2000).

ASSOCIAÇÃO GENÉTICA ENTRE A FIBROSE 
CÍSTICA (FC) E A AUSÊNCIA BILATERAL 
CONGÊNITA DOS CONDUTOS DEFERENTES 
(ABCCD)
Está descrito que de 25% ou mais dos pacientes inférteis 
apresentam azoospermia, nos quais 1/3 é obstrutiva. Dos 
assim diagnosticados, 25% apresentam ABCCD (prevalência 
em 2% dos homens inférteis) (Patricio & Leonard, 2000).
As mutações em ambos os alelos do gene regulador da con-
dutância transmembrana da fi brose cística (RTFC) resultam 
normalmente em  ABCCD com uma alteração variável da 
função respiratória normal (Chillon et al., 1995). Para aqueles 
homens inférteis com ABCCD, é necessário o estudo da mu-
lher se o casal está planejando submeter-se a um tratamento 
de reprodução assistida. Ainda que estejam identifi cados mais 
de 800 mutações do gene RTFC, a maioria dos laboratórios 
oferece estudos para as mutações mais freqüentes, incluindo 
a deleção de três pares de bases no éxon 10 (delta F508) 
e substituições únicas de bases R117H, G542X, N1303K, 
G551D, V520F, R553X e A455F. Se a mulher é portadora de 
mutação do RTFC, então a prole procedente de reprodução 
assistida com espermatozóides testiculares teria a mesma 
possibilidade de ter portadores heterozigotos e afetados 
depois do diagnóstico pré-natal. A opção do diagnóstico 
pré-implantacional (PGD) da FC para determinar o estado 
genético dos embriões destes casais é, hoje em dia, uma 
opção viável (Verlinsky et al., 1999). Mediante esta técnica, 
somente os portadores heterozigotos seriam transferidos ao 
útero materno e assim dar a oportunidades aos casais de 
iniciar a gestação com a segurança de que o concepto não 

Tabela I. Genes candidatos a estarem implicados na espermatogênese. Dados revelados a partir de fenótipos de ratos knock out.
Mutante da Ataxia Telangectasia Fragmentações dos cromossomos meióticos

Proapoptótico Bax Detenção premeiótica

Antiapoptótico Bc16 Apoptose aumentada durante a Meiose I

Proteín Kinasa IV dependente de Ca+2/Calmodulina Defeito no alongamento espermático

Receptor de Tirosin Kinasa c-ros-huérfano Angulação ou enredamento da cauda do espermatozóide

Subunidade catalítica de casein kinasa II Globozoospermia

Elemento de resposta modulador do AMP cíclico Detenção precoce da espermátide 

Ciclina A1 Anormalidades na sinapse a meiose I 

Ausente na azoospermia (Deleted in azoospermia-like, Dazla ) Teratozoospermia nos heterozigotos e perda das células germinais na Meiose I 
precoce nos homozigotos.

Dmc1-RecA específi co de meiose Detençao na fase zigóteno. Falha no pareamento dos cromossomos homólogos

MLH1-enzima reparador de DNA mal pareado Detençao da Meiose

Microrquidia (morc) Detençao em Zigóteno-paquíteno durante a meiose I.

Gene homólogo de Mouse Vasa (Mvh) Detenção de células germinais em fase de Zigóteno e diminuição da colonização 
de células germinais primordiais

Enzima conjugadora de ubiquitina-RAD6B (hr6b). Defeito na condensação pós-meiótica da cromatina.

Proteína do complexo sinaptonemico (SCP3) Falha de sinapse cromossômica

Translocado em liposarcoma (TLS) Falha de pareamento dos cromossomos homólogos

Proteína fosfolipase tipo t Cy2 (PP1cy2) Defeitos da meiose e perda de espermátides. 
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estará afetado pela FC. O aconselhamento genético é também 
parte importante do processo de decisão já que diferentes 
combinações de mutações RTFQ produzem amplo espectro 
de fenótipos que variam desde severo e moderado até a 
ausência de sintomas.

BIOLOGIA MOLECULAR DAS CÉLULAS 
ESPERMÁTICAS: ANÁLISE DE DNA POR 
CITOMETRIA DE FLUXO
O estudo do DNA necessita para ser levado a cabo ade-
quadamente, a utilização de moléculas fl uorescentes que 
se unam a ele de forma efi caz e relativamente reversível 
(Gledhill et al., 1990). Segundo o tipo de molécula e o tipo 
de vínculo estabelecido com o DNA, os fl uorocromos podem 
ser divididos em: intercalantes da dupla hélice de DNA, como 
o laranja de acridina (Golan et al., 1997; Samocha-Bone et 
al., 1998), o iodeto de propídio e a elipticina, todos eles al-
tamente mutagênicos, dado que sua união ocorre entre os 
nucleotídeos. O segundo grupo é formado por moléculas que 
se unem externamente ao DNA, de forma que sua mutage-
nicidade é muito inferior, como o Hoechst 33342 (Fugger et 
al., 1998), a mitramicina e a cromomicina A3 (Bianchi et al., 
1996). Finalmente, outras formas de união ao DNA seriam as 
do DAPI (diamidino-2fenilindol) (Hacker-Klom et al., 1985) e 
da 7-amino-actinomicina D.

EMPACOTAMENTO E INTEGRIDADE DO DNA
Alguns estudos hipotetizam que uma falha na condensação 
nuclear ou na resposta à descondensação induzida podem 
ser causas de desordens no desenvolvimento do pronúcleo 
masculino (Golan et al., 1997), e podem ser estudados pelo 
ensaio da estrutura da cromatina espermática (SCSA).
Este ensaio consiste na indução por calor ou condições 
ácidas in vitro e o estudo de sua reação como preditor de 
uma união anormal das pontes de dissulfeto da protamina e 
da condensação nuclear, o que poderia ser importante para 
diagnosticar o potencial fértil em reprodução assistida (Spanò 
et al., 2000). Também foram relacionadas as alterações neste 
aspecto com abortos de repetição (Drudy et al., 1996).
Alguns autores propuseram que estes testes deveriam estar 
incluídos no espermograma de rotina (Sukcharoen, 1995; 
Samocha-Bone et al., 1998).
A citometria de fl uxo se mostra como técnica válida para medir 
o estado de empacotamento do DNA in vivo, assim como sua 
capacidade para ser descondensado artifi cialmente in vitro. 
A base dos estudos de descondensação é a acessibilidade 
dos diferentes fl uorocromos marcadores de DNA de aceder 
a este, de maneira que a acessibilidade é maior quanto mais 
descondensado se encontre e, como conseqüência, menor 
quanto mais condensado de encontre o DNA. Portanto, nos 
estudos realizados com citometria de fl uxo, o incremento 
da fl uorescência emitida com valor maior que o normal é 
sintoma de hipocondensação, enquanto que a diminuição da 
fl uorescência é sintoma de hipercondensação. Os dois casos 
mostram situações possivelmente patológicas relacionadas 
ao empacotamento anormal da cromatina e possivelmente 
relacionadas à infertilidade.
Por outro lado, um DNA “saudável” deve responder adequada-
mente à condensação induzida, mimetizando assim a situação 
do espermatozóide ao entrar no oócito.
Outro aspecto a ser considerado nos estudos do DNA se refere 
à integridade e à presença de outras rupturas na cadeia. A 
forma de estudar esta situação por citometria de fl uxo requer 
a utilização de uma técnica de biologia molecular chamada 

TUNEL (Gorzyca et al., 1993; Sun et al., 1997), graças a esta 
técnica se adicionam, por parte de uma transferase terminal es-
pecífi ca exógena, nucleotídeos marcados com biotina em cada 
fi nal 3’-OH da cadeia. Posteriormente, se unirá uma adivina 
covalentemente a um fl uorocromo de maneira que uma elevada 
fl uorescência refl etirá o número diretamente proporcional de 
rupturas. Este sinal pode também ser medido por um citômetro 
de fl uxo, sendo indetectável quando não existam rupturas de 
DNA, já que somente existe um fi nal 3’-OH.
A presença de DNA descondensado em porcentagem eleva-
da de espermatozóides pode ser especialmente relevante na 
injeção intracitoplasmática, já que os critérios de seleção dos 
espermatozóides estão baseados na morfologia e não existe 
forma de conhecer a situação de seu DNA in vivo, somente 
podendo-se trabalhar com probabilidades.
Cabe ressaltar que diversos estudos epidemiológicos foram 
realizados por diferentes grupos utilizando esta metodologia 
para examinar as infl uências que os tóxicos ambientais como 
o estireno e os pesticidas, hábitos tóxicos como o tabaco, as 
condições laborais e os tratamentos anti-tumorais (Spanò et 
al., 1998; Potts et al., 1999) têm sobre a espermatogênese.
Recentemente, realizaram-se estudos utilizando estes sistemas 
nos diferentes métodos de laboratório, empregados para a 
capacitação e congelação de sêmen. Os resultados revelaram 
incremento nas porcentagens de anomalias do DNA (tanto na 
desintegração in vitro como em sua integridade) após a crio-
preservação (Spanò et al., 1999; Pasteur et al., 1991) e após 
a centrifugação em gradientes de Percoll (Zini et al., 1999), 
ainda que outros autores tenham descrito melhora após a 
capacitação das amostras com swim-up (Spanò et al., 1999) e 
também com a fi ltração através de fi bra de vidro e gradientes 
(Larson et al., 1999).
Finalmente, outros trabalhos tentaram estabelecer o estudo da 
apoptose no sêmen em bioensaio, concluindo que aproximada-
mente 20% dos espermatozóides ejaculados  são apoptóticos 
e que a concentração de espermatozóides é menor naqueles 
que apresentam maior incidência deste fenômeno, sugerindo 
que a detecção da apoptose nas mostras de sêmen poderia 
ser método útil na determinação da qualidade seminal (Oos-
terhuis et al., 2000).
Atualmente existem diversos testes para medir a ruptura ou 
fragmentação do DNA do espermatozóide. Entre eles está o teste 
de dispersão da cromatina (SCD) (Halosperm ®) que se baseia na 
descondensação induzida do núcleo do espermatozóide.
Nosso grupo estudou a relevância deste fenômeno analisando 
as mesmas amostras de sêmen que se utilizaram nos trata-
mentos de reprodução assistida. Por um lado estudou-se a 
correlação entre os parâmetros seminais básicos e por outro a 
correlação com o sucesso dos tratamentos de IIU e FIV/ICSI.
A fragmentação do DNA se correlaciona negativamente 
com a mobilidade espermática, ainda que o processo de 
capacitação por swim-up não mostra melhora signifi cativa 
na integridade do DNA. 
Tanto nos tratamentos de IIU como nos de FIV não se ob-
servaram diferenças nas médias de fragmentação de DNA 
entre aquelas pacientes que conseguiram gravidez e as que 
não. Não obstante quando nos aprofundamos nos dados 
dos ciclos de FIV/ICSI observamos relação inversa entre a 
fragmentação do DNA e a taxa de fecundação, a sincronia 
pronuclear e a qualidade embrionária em dia 5 de desenvol-
vimento embrionário. 
O estudo da fragmentação do DNA pode ser de especial inte-
resse em pacientes com má qualidade embrionária em ciclos 
de FIV/ICSI como fator de causalidade. (Muriel et al., 2006) 
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ESTUDO DA ESPERMATOGÊNESE 
Existem sufi cientes estudos utilizando a citometria de fl uxo 
para comparar seus resultados com os obtidos por deter-
minações histopatológicas analisando a espermatogênese, 
demonstrando tanto sua utilidade, como os benefícios em 
termos de reprodutibilidade, sensibilidade e rapidez. Os 
resultados mostraram boa correlação com os estudos ana-
tomopatológicos (Mallidis & Baker., 1994; Kostakopoulos 
et al., 1997), demonstrando que estas técnicas podem ser 
empregadas como substituto da histologia clássica no estudo 
de rotina das biopsias testiculares.
O estudo do funcionamento da espermatogênese pode ser 
facilmente realizado em biópsias ou em ejaculado de homens 
portadores de patologias como a varicocele (Bonnanni et 
al., 1997), lesões graves da espinha dorsal, testículos não 
descendidos, obstruções anatômicas ou funcionais do trato 
genital (Hirsch et al., 1994), para a predição da recuperação 
de espermatozóides na eletroejaculação (Hellstrom et al., 
1989), no impacto dos tratamentos em pacientes com cân-
cer e na predição da espermatogênese pós-câncer (Fossa 
et al., 1994).
O diagnóstico por este método é tão sensível como a biópsia 
diagnosticada por patologista e ainda mais representativa, 
objetiva e rápida (em até 90 minutos), sendo especialmente 
importante em azoospérmicos nos quais, com a utilização 
de aspirados testiculares obtidos com agulha e seringa se 
podem detectar focos espermatogênicos nas gônadas de 
forma pouco invasiva (Bonnanni et al., 1997).
Estas provas podem ser realizadas utilizando tintura de DNA, 
que revela a ploidía do sêmen ou das células que compõem 
o testículo, após desagregação com métodos mecânicos ou 
enzimáticos (Garrido et al., 2001).
Assim se consegue obter diferentes picos ao representar a 
fl uorescência em histograma, onde cada um deles represen-
ta células de determinadas características: sub-haplóides, 
haplóides condensadas, diplóides e inclusive tetraplóides, 
através de pequenas modifi cações no equipamento, dimi-
nuindo a voltagem do fotomultiplicador para “deslocar” o 
histograma para a esquerda e permitir alcançar sua zona 
(Figura 1) (Garrido et al., 2002).

A citometria de fl uxo baseada na análise do DNA pode in-
clusive ser aplicada com a intenção de separar diferentes 
sub-populações celulares para caracterizar etapas celulares 
molecularmente diferentes da espermatogênese depois de 
realizar o “cell sorting” sendo capaz de isolar os picos anterior-
mente descritos de células haplóides, incluindo espermátides 
redondas e alargadas, diplóides e tetraplóides, considerando 
tanto o conteúdo do DNA como seu empacotamento (Mays-
Hoopes et al., 1995, Hacker-Klom et al., 1999). É também 
possível comprovar a pureza das populações separadas por 
outros métodos (Blanchard et al., 1991).
Esta técnica poderia converter-se no tratamento de eleição 
em pacientes azoospérmicos secretores com defi ciências 
extremas na espermatogênese, onde algumas áreas do tes-
tículo ainda conservam parte da espermatogênese, incluindo 
pacientes com “Sertoli cell only”, criptorquidias, atrofi as 
testiculares, bloqueio de maturação espermática e síndro-
me de Klinefelter, permitindo-nos analisar e separar grande 
quantidade de células rapidamente para criar populações 
enriquecidas em células haplóides para serem microinjetadas, 
sempre que se possa utilizar marcador adequado para o DNA 
que não prejudique a viabilidade dos espermatozóides nem 
ponha em perigo a integridade da descendência.
A relação entre análise do DNA e qualidade do sêmen e in-
fertilidade também está descrita (Hacker-Klom et al., 1999) e 
se concluiu que alta concentração de debris celulares, > 5% 
de espermatozóides diplóides ou cromatina espermática mal 
condensada estão relacionados com fertilidade alterada.

CONCLUSÕES
Graças às atuais técnicas diagnósticas de biologia molecu-
lar disponíveis para o estudo da espermatogênese, foram 
detectadas alterações neste processo que até então haviam 
passado despercebidas.
Estas alterações encontradas em nível molecular são a expli-
cações do estado de infertilidade de importante número de 
homens.
Ainda, do conhecimento destas técnicas, se puderam desen-
volver-se ou desenvolver-se-ão os tratamentos paliativos ou 
de reprodução assistida necessários para que os casais em 
que o homem esteja afetado possam ter descendência sem 
correr riscos.
O diagnóstico pré-implantacional é hoje em dia uma destas po-
derosas ferramentas. Entretanto, ainda são necessários grandes 
esforços para caracterizar por completo as origens das diferentes 
causas da infertilidade masculina para a qual, sem dúvida, as 
técnicas de biologia molecular terão papel decisivo.
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RESUMO
Durante os últimos trinta anos diversos métodos de criopreser-
vação de gametas, embriões e tecidos germinativos foram de-
senvolvidos cujo principal objetivo é preservar a fertilidade. 
A metodologia aplicada a criopreservação de oócitos ainda é 
considerada experimental. Contudo, os resultados positivos 
nos dão esperança de que dentro em breve esta metodologia 
será empregada rotineiramente nos serviços de Reprodução 
Humana.
A proposta deste artigo é discutir do ponto de vista biológi-
co, as novas abordagens da criopreservação de oócitos em 
relação aos métodos existentes e ressaltar a importância 
do profi ssional cada vez mais capacitado e o emprego da 
criobiologia como ciência.

ABSTRACT
Over the last 30 years methods of cryopreservation of gametes, 
embryos and germinative tissues had been developed whose 
main objective is to preserve the fertility. 
The applied methodology of oocyte cryopreservation still is 
considered experimental. However, the positive results give us 
hope and the inside that soon this methodology will be used 
routinely in Human Reproduction clinics.
The proposal of this article is to argue from the biological point 
of view the new approaches of the oocyte cryopreservation 
in relation to the existing methods and to enhance the impor-
tance of the embryologist and the use of cryobiology as an 
applied science.

Key Words: slow cooling/cryopreservation/oocytes/vitrifi cation.

INTRODUÇÃO
Durante os últimos trinta anos diversos métodos de 
criopreservação de oócitos, embriões, sêmen e tecidos 
germinativos foram desenvolvidos cujo principal objetivo 
é preservar a fertilidade (Elliott e Whelan, 1977; Leibo, 
1986; Mazur, 1990; Shaw e Jones, 2003; Vajta e Kuwaya-
ma, 2006), mas pelo fato de nem sempre apresentarem 
resultados satisfatórios os investimentos no campo da 
criobiologia em reprodução humana, foram deixados em 
segundo plano (Vajta e Kuwayama, 2006). 
Os processos de criopreservação podem ser facilmente 
implantados na rotina clínica após um curto treinamento 
sem a necessidade da compreensão biológica dos fenô-
menos envolvidos (Vatja e Kuwayama, 2006). Contudo, 
com o progressivo desenvolvimento tecnológico no campo 
da biotecnologia reprodutiva, sofisticação dos meios de 
cultivo de embriões e produtos comercialmente disponí-
veis, este quadro esta mudando. 
Vatja e Kuwayama (2006) em recente revisão da literatura 
vislumbram o surgimento de uma nova era nas tecnolo-
gias envolvendo criopreservação de oócitos e embriões 
de mamíferos. Além disso, acreditamos também que os 
processos de criopreservação poderão ser utilizados de 
forma cada vez mais otimizada, não só para armazenar 
gametas e embriões excedentes, mas também para crio-
preservar tecidos germinativos, (fragmentos ovarianos e 
epitélio germinativo masculino) células tronco de origem 
embrionária e de cordão umbilical, estas células poderão 
ser utilizadas em programas terapêuticos no futuro não 
muito distante. 
A proposta deste artigo é discutir as novas abordagens 
da criopreservação de oócitos em relação aos métodos 
existentes e realçar a importância do profissional cada 
vez mais capacitado e o emprego da criobiologia como 
ciência, aplicada na rotina das clínicas de Reprodução 
Assistida.

Artigos de Revisão.indd   30Artigos de Revisão.indd   30 17/1/2007   13:19:2317/1/2007   13:19:23



JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodução Assistida | V. 10 | nº4 | Outubro-Novembro-Dezembro / 2006 31

Criopreservação de Oócitos

CRIOPRESERVAÇÃO DE OÓCITOS
Em 1986 foi reportada a primeira gravidez após criopre-
servação de oócito maduro (Chem, 1986). Desde então, a 
metodologia que, ainda é considerada experimental, vem 
oferecendo resultados cada vez mais promissores. 
Do ponto de vista biofísico sabe-se que todos os oócitos e 
embriões (incluindo os espermatozóides) sofrem um con-
siderável dano morfológico e funcional durante o processo 
de criopreservação. A extensão destas crioinjurias depende 
de fatores que incluem o tamanho e a forma das células, a 
permeabilidade das membranas, qualidade e sensibilidade 
do oócito e embrião a baixas temperaturas. 
Todos estes fatores são extremamente variáveis e dependem 
do estágio de desenvolvimento embrionário e se estes foram 
originados in vitro ou in vivo e são tidos como espécie-espe-
cífi cos, (Vatja e Kuwayama, 2006).
Independentemente da fase de criopreservação (gametas, 
pró-núcleo, fases de clivagem - D2, D3 ou Blastocisto), as cé-
lulas que são submetidas a grandes variações de temperatura, 
têm seu potencial de vida diminuído em relação às células que 
não são submetidas aos processos de criopreservação.
A preservação de células germinativas ou embriões a tem-
peraturas inferiores a            –196 oC sofrem um grande es-
tresse. Este estresse pode ser osmótico ocorrendo durante o 
processo de desidratação, efeitos da toxicidade das soluções 
crioprotetoras e os eventuais danos que estes causam nas 
membranas celulares, sem contar com a formação de cristais 
de gelo que também interferem na integridade das membra-
nas celulares. Estes danos gerados nas membranas acarretam 
na perda de função do sistema de transporte intracelular, 
alterando a regulação do pH intracelular ou em casos mais 
severos as membranas das mitocôndrias podem ser afeta-
das acarretando em distúrbios no processo de fosforilação 
oxidativa, fenômeno essencial para a captação de energia 
das células na fase de desenvolvimento pré-implantacional 
(Lane et al., 2002). 
Segundo Lane et al., 2002 a criopreservação pode também 
aumentar as taxas de peroxidação lipídica pelo aumento nos 
níveis de espécies reativas de oxigênio como radicais hidroxila 
e ânions superóxidos.
Atualmente a criopreservação de oócitos humanos representa 
uma opção atrativa para os tratamentos de infertilidade e 
pacientes jovens que irão ser submetidas a quimio ou radio-
terapia. Contudo, a criopreservação de oócitos ainda é uma 
metodologia experimental e os oócitos em metáfase II crio-
preservados, também são susceptíveis aos danos originados 
pelo resfriamento e reaquecimento.
Podemos observar diferentes formas de alterações nos oóci-
tos como, por exemplo: danos ao fuso meiótico e instabilidade 
dos cromossomos de se ligarem ao fuso (Pickering et al., 
1990; Hardy et al., 2002). 
Além disso, os mecanismos da citoarquitetura envolvidos 
com a extrusão dos corpúsculos polares, migração dos 
pró-núcleos e a citoquinese fi cam comprometidos com as 
metodologias atualmente empregadas (Gook, et al., 1993; 
Fabbri et al., 2001). Durante as etapas de resfriamento, seja 
por protocolos lentos ou ultra-rápidos podem ocorrer fratu-
ras na zona pelúcida e reação cortical prematura (Trounson 
e Kirby, 1989).
Atualmente, a grande questão da criopreservação de oócitos 
humanos é a sua taxa de sobrevivência e as diferentes me-
todologias empregadas para criopreservar oócitos humanos 
(Fabbri et al., 2001). A literatura postula que as taxas de 
sobrevida dos oócitos em metáfase II estão acondicionadas 

a temperaturas ultrabaixas podendo ser afetados morfolo-
gicamente e biofi sicamente. Entre os fatores morfológicos 
a controvérsia gira em torno de se criopreservar os oócitos 
na presença ou ausência das células do cúmulos. Às células 
do cúmulos é atribuída propriedade protetora aos agentes 
criopreservantes. Por outro lado, pouco se sabe sobre a 
ação benéfi ca de criopreservar os oócitos desnudados ou 
não (Mandelbaum et al., 1988; Gook et al., 1993; Fabbri et 
al., 2001).
Do ponto de vista biofísico, o principal fator que afeta a 
conservação dos oócitos é a formação de cristais de gelo 
que podem perfurar as membranas causando a lise celular 
(Fabbri et al., 2001; Shaw e Jones, 2003). Pelo fato do oócito 
ser a maior célula do corpo humano, é a que contém o maior 
volume de água, o que requer maior tempo de exposição 
aos agentes criopreservantes até que o balanço osmótico 
adequado seja atingido durante o processo de desidratação 
imposto ao oócito (Fabbri et al., 2001). 

O PROCESSO FÍSICO-QUÍMICO DA 
CRIOPRESERVAÇÃO: CONGELAMENTO 
LENTO E CONGELAMENTO RÁPIDO 
(VITRIFICAÇÃO) 
A maioria das soluções crioprotetoras utilizadas tanto para 
embriões como para oócitos são feitas em meios fi siológicos 
onde é adicionado um ou dois agentes crioprotetores per-
meáveis às membranas celulares, que são responsáveis pela 
troca das moléculas de água que estão ligadas a proteínas 
essenciais como: DNA, RNA, proteínas de membranas, entre 
outras, importantes para manter a viabilidade celular, um 
agente não permeável, geralmente um açúcar, que auxilia na 
desidratação celular antes e durante o resfriamento celular 
e proteína que aumentam a estabilidade das membranas, 
assim como o açúcar, e diminuem a toxicidade dos agentes 
crioprotetores (Shaw e Jones, 2003). 
Os principais crioprotetores permeáveis de membranas uti-
lizados entre outros são: Dimetil Sulfóxido (DMSO), Glicerol, 
etileno glicol, propileno glicol e acetamida (Rall et al., 1987; 
Shaw e Jones, 2003; Pedro et al., 2005). Os açúcares mais 
comumente associados às soluções crioprotetoras são: a 
sacarose, frutose e trealose e as proteínas são: a albumina 
sérica humana ou bovina (fração V) e Soro Sintético Substi-
tuto ou Soro Fetal Bovino / Humano para mamíferos em geral 
(Carroll et al., 1993). Outros elementos como álcool polivinil 
(PVA) e o Ficol também podem ser adicionados as soluções 
crioprotetoras (Shaw e Jones, 2003). 
Os agentes crioprotetores permeáveis geralmente são tóxi-
cos e podem causar um choque osmótico letal ao sistema. 
Não é fácil controlar este choque osmótico, uma vez que a 
semipermeabilidade seletiva da membrana que circunda a(s) 
célula(s) permite que a água, o crioprotetor e outros solutos 
entrem e saiam da célula em velocidades diferentes. Desta 
forma a maneira que o crioprotetor é carregado para o interior 
da célula é fundamental para a habilidade da célula tolerar 
o processo de desidratação e de modo genérico pode ser 
a explicação do porque utilizar protocolos de concentração 
gradual das soluções crioprotetoras ao invés de utilizar pro-
tocolos em uma etapa única de exposição a estes fatores 
(Shaw e Jones, 2003).
Quando oócitos ou embriões são retirados do meio de cultivo 
isotônico e colocados em soluções hipertônicas, contendo 
concentrações molares altas (1 ou 2 M) de crioprotetor, as 
células inicialmente encolhem rapidamente em resposta 
a alta osmolaridade extracelular e porque a velocidade de 
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saída de água da célula é maior do que a permeação do 
crioprotetor para o interior da célula (Prudencio et al., 2005). 
Neste momento as células tendem a fl utuar na gota onde se 
encontram e após 1 ou 2 minutos afundam novamente para o 
substrato da placa e podem-se observar alterações na forma, 
cor e granulação das células. Estas alterações morfológicas 
estão diretamente associadas com a viabilidade das células, 
aquelas células que não sofreram maiores modifi cações 
visuais, são as que têm maior potencial de sobrevivência.  
Classicamente o método de escolha da maioria dos centros 
de reprodução humana é o resfriamento lento ou equilibrado. 
Neste procedimento o crioprotetor é adicionado ao meio de 
cultivo ou a uma solução fi siológica e as células são resfriadas 
de acordo com seu tamanho e sua permeabilidade.  Neste 
protocolo procura-se estabelecer o equilíbrio entre o tempo 
de resfriamento e as taxas de perda de água (desidratação) 
e as taxas de incorporação de água e formação de cristais 
de gelo. Para oócitos e embriões humanos acredita-se que 
a velocidade ótima de resfriamento esteja entre 0,3 a 2oC / 
minuto (Elliott e Whelan, 1977; Shaw e Jones, 2003; Gao e 
Critser, 2004). 
 Entre -4 e – 9 oC induz-se a formação do núcleo de gelo 
(“seeding”), que é a redução brusca de temperatura na 
periferia da solução que esta sendo resfriada (Foued et al., 
1998) provocando a liberação de energia (em forma de calor) 
e consequentemente um aumento da temperatura na região 
central da solução, onde está a célula a ser criopreservada, 
permitindo desta forma, que a célula perca um pouco mais 
de água em detrimento a entrada de agentes crioprotetores 
ocasionado pelo aumento da osmolaridade da solução (Shaw 
e Jones, 2003). Após o “seeding” as células continuam sendo 
resfriadas até – 80 – 90 oC quando são transferidas para o 
nitrogênio líquido e estocadas a priore indefi nidamente.
Alternativamente aos métodos de resfriamento lento ou 
equilibrado pode-se optar pelo processo não equilibrado 
de criopreservação denominados de congelamento rápido, 
ultra-rápido e vitrifi cação. Os protocolos de congelamento 
não equilibrados diferem do congelamento lento quanto ao 
processo de desidratação e permeação do crioprotetor que 
tem início antes do resfriamento das células e o processo 
de resfriamento celular que ocorre geralmente em um único 
passo, da temperatura ambiente a temperatura do nitrogênio 
líquido (-196 oC).
Tratando-se especifi camente da metodologia de vitrifi cação 
que nada mais é do que um processo termodinâmico onde 
o aumento da viscosidade determina que os fl uidos crio-
protetores adquiram propriedades mecânicas de um sólido 
amorfo semelhante ao vidro, mantendo as propriedades 
físicas químicas do fl uido, sem a formação de cristais de gelo 
e minimizando as lesões osmóticas, porém nesta técnica 
utiliza-se alta concentração de crioprotetores, que tem efeito 
tóxico (Rall e Fahy, 1985; Shaw e Jones, 2003).
A vitrifi cação pode ser obtida de duas formas: aumentando-se 
a velocidade da condução de temperatura no sistema e pelo 
aumento da concentração dos crioprotetores. Desta forma 
é possível alcançar um resfriamento muito rápido (na ordem 
de 15000 – 30000 oC / min - (Fahy et al., 1984; Martino et al., 
1996; Arav e Zeron, 1997; Vajta et al., 1997).
Para que os danos biológicos sejam mínimos é necessária 
uma boa estratégia para passarmos rapidamente pela zona 
crítica de resfriamento (15 oC a – 5 oC) evitando as injurias por 
resfriamento (“chilling injuries”) (Liebermann et al., 2002). 
Ao colocarmos as células direto no nitrogênio líquido (-196 
oC,) este se encontra no ponto de ebulição. Quando as cé-
lulas são imersas no nitrogênio líquido ocorre um aumento 

da temperatura e ocorre um extensivo aumenta da ebulição 
produzindo vapor que envolve as células. Este vapor de ni-
trogênio líquido acaba tendo um papel isolante, diminuindo 
a transferência de temperatura que resulta na diminuição da 
taxa de resfriamento e aumentando o risco de formação de 
cristais de gelo (Liebermann et al., 2002). 
Por outro lado, para atingirmos taxas de resfriamento maiores, 
é melhor que a transferência de temperatura ocorra através 
do líquido ao invés do vapor de N2, uma vez que a conduti-
vidade na forma liquida é maior que no vapor (Liebermann 
et al., 2002). Oócitos criopreservados em nitrogênio líquido 
apresentando temperaturas abaixo do ponto de ebulição (  
- 200 – 205 ºC) apresenta melhores resultados (Shaw e Jones, 
2003;  Vatja e Kuwayama, 2006).
A maioria dos protocolos diretos de criopreservação pode ser 
realizada sem grandes infra-estruturas ou equipamentos so-
fi sticados, a baixo custo, onde é possível trabalhar tanto com 
o nitrogênio na forma de vapor ou na forma líquida. Contudo, 
pesquisas sugerem que trabalhar com a forma viscosa do 
nitrogênio (“nitrogen slush”) poderia ser ainda mais efi ciente, 
uma vez que as taxas de resfriamento seriam ainda maiores 
do que nas formas descritas acima (Shaw e Jones, 2003).

CONSIDERAÇÕES FINAIS
O congelamento rápido e a vitrifi cação podem ser uma boa 
escolha para um serviço de referência em Reprodução Hu-
mana quando comparados aos métodos de criopreservação 
utilizando protocolos lentos, exclusivamente pelo fato da téc-
nica ser de baixo custo fi nanceiro e apresentarem resultados 
satisfatórios. Sabe-se que o no processo de vitrifi cação não 
ocorre à formação de cristais de gelo e as injurias causadas 
pelo resfriamento também são minimizadas (Liebermann et 
al., 2002).
A publicação do primeiro nascido vivo a partir de oócitos 
criopreservados ocorreu há 19 anos (Chen, 1986; Van Uem 
et al., 1987), desde então, a cada ano os resultados estão 
sendo cada vez mais promissores.  O aumento de mulheres 
que deixam para engravidar após os 35 anos ou mesmo aos 
avanços terapêuticos na cura do câncer exigem, profi ssionais 
cada vez mais capacitados para desenvolver tecnologias cada 
vez mais adequadas para obtermos oócitos viáveis após o 
descongelamento.
Recentemente foi descrita a técnica do Cryotop, cujos 
resultados descritos atingem 91% de sobrevida após des-
congelamento, 50% de blastocistos formados e 10 nascidos 
vivos após 29 transferências de embriões (Kuwayama et al., 
2005; Vatja e Kuwayama, 2006). Além desta técnica outras 
são empregadas com o intuito de minimizar o contato do 
nitrogênio com os oócitos e os eventuais danos gerados, 
bem como a forma de carregar a “embalagem” onde serão 
armazenados os oócitos (palhetas de vidro, palhetas abertas 
e estiradas, crioloop, criotip e até mesmo grades utilizadas 
em microscopia eletrônica) foi e continua sendo empregadas 
(Liebermann et al., 2002; Shaw e Jones, 2003; Kuwayama et 
al., 2005; Vatja e Kuwayama, 2006). 
Porcu et al., 1999, analisaram 1769 oócitos criopreservados 
em metáfase II, tendo como resultado taxas de sobrevivência 
de 54,1% pós descongelamento. Kuleshova e Lopata (2002) 
apontam uma taxa de nascidos vivos por oócito criopreser-
vado variando entre 1 a 10% e mais recentemente Oktay et 
al., (2006) reporta em estudo de meta-análise taxas de 1,9 
e 2,0% para nascidos vivos por oócito criopreservado por 
congelamento lento e vitrifi cação, respectivamente. 
Em toda a literatura científi ca, até o presente momento, são 
relatados menos de 100 nascidos vivos utilizando oócitos 
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criopreservados através das técnicas de congelamento lento 
e vitrifi cação (Oktay et al., 2006; Vajta & Nagy, 2006). 
No Brasil a experiência em criopreservação de oócitos ainda 
é muito limitada. Contudo, resultados positivos foram apre-
sentados por grupos de excelência em Reprodução Humana 
Assistida brasileiros. Estes grupos reportaram nascimentos 
de bebes saudáveis a partir de oócitos criopreservados. Inde-
pendentemente da casuística, foram apresentados taxas de 
sobrevivência oocitária pós descongelamento, de fertilização, 
clivagem e taxas de gravidez signifi cativas, demonstrando 
todo o potencial de desenvolvimento biotecnológico no cam-
po da Reprodução Humana (Azambuja et al., 2005; Azambuja 
et al., 2006; Petraco et al., 2006; Fioravanti et al., 2006). 
É necessário que os Centros de Reprodução Humana bra-
sileiros invistam na área de embriologia clinica aplicada. O 
Embriologista Clínico não pode e não deve ser apenas um 
simples técnico de laboratório com excelente habilidade 
manual seguindo protocolos previamente estipulados. O 
conhecimento profundo do fenômeno biológico e suas impli-
cações são fundamentais para alcançarmos resultados cada 
vez melhores para que o Brasil passe a gerar conhecimento 
ao invés de comprar tecnologia.
Além disso, o desenvolvimento de novos métodos e ativi-
dades de inovação tecnológica no campo da criobiologia 
e reprodução humana assistida se tornam necessário para 
desenvolvermos e implementarmos novos produtos ou 
processos tecnologicamente novos ou aperfeiçoados. Esta 
inovação tecnológica é um processo dinâmico que depende 
de investimento em recursos humanos que seguramente 
proporcionarão resultados cada vez melhores.
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ABSTRACT
The purpose of this investigation was to make a systematic 
review of the medical literature in order to compare the effi -
cacy of GnRH antagonists and agonists for poor responders 
to ovarian stimulation. According to the data collected, the 
use of GnRH antagonist protocols showed better results in 
comparison to long protocols with a GnRH agonist regarding 
the following aspects: 
lower cycle cancellation rate due to poor ovarian response;
higher number of oocytes retrieved;
higher clinical pregnancy rate per initiated cycle.
Nevertheless, these results were not observed when the fl a-
re-up protocols of GnRH agonists were used. Moreover the 
number of oocytes retrieved with GnRH agonist was signifi -
cantly higher in relation to the GnRH antagonist. 

Keywords: poor responders, ovarian stimulation, GnRH ago-
nist, GnRH antagonist

RESUMO
A presente investigação teve como objetivo fazer uma revisão 
sistemática da literatura médica visando comparar a efi cácia 
de agonistas e antagonistas do GnRH em más respondedoras 
à estimulação ovariana. Os dados de literatura mostraram 

melhores resultados com os protocolos de antagonistas do 
GnRH, em comparação com GnRH agonistas aplicados na 
2ª fase do ciclo menstrual (protocolo longo), no que se refere 
aos seguintes aspectos: 
menor taxa de cancelamento de ciclos por má resposta 
ovariana;
maior número de oócitos coletados;
maior taxa de gravidez por ciclo iniciado.
Entretanto,  essas vantagens não foram observadas quando 
os agonistas do GnRH foram utilizados com o protocolo de 
“fl are-up”. Além disso, o número de oócitos coletados nos 
protcolos com GnRH agonista “fl are-up” foi signifi cativamente 
superior aos obtidos com GnRH antagonistas.

Unitermos: más respondedoras, estimulação ovariana, ago-
nistas do GnRH, antagonistas do GnRH.

INTRODUCTION
Recruitment and development of multiple follicles in response 
to ovarian stimulation are the key factors leading to success-
ful treatment by IVF/ICSI and embryo transfer. Garcia et al. 
(1983) fi rst described as a poor responder the patient with 
peak estradiol levels <300 pg/ml and a decreased follicular 
response, expressed as fewer retrieved and fertilized oocytes 
and also fewer transferred embryos.
Poor ovarian response, on the other hand, is usually associ-
ated with poor pregnancy rates and many of these cycles are 
cancelled without proceeding to egg collection (Keay et al., 
1997). Several strategies have been suggested to prevent cycle 

Artigos de Revisão.indd   34Artigos de Revisão.indd   34 17/1/2007   13:19:2317/1/2007   13:19:23



JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodução Assistida | V. 10 | nº4 | Outubro-Novembro-Dezembro / 2006 35

Revisão Sistemática

cancellation, such as decreasing the dosage and timing of go-
nadotrophin-releasing hormone agonists (GnRH-a) (Scott and 
Navot, 1994) or the use of GnRH-a fl are-up regimens (Surrey 
et al., 1998). This procedures should theoretically eliminate 
excessive ovarian suppression while taking advantage of the 
additional gonadotrophin stimulus provided by the ago  nistic 
effect of the GnRH-a.
The introduction of GnRH antagonists into clinical practice 
might be a new hope for poor responder patients (Craft et 
al., 1999). GnRH antagonists act promptly and only a few 
hours of administration are required to prevent the LH surge, 
which is the most common cause for cancellation in poor 
responder patients. The action of the GnRH antagonist does 
not result in early folliculogenesis inhibition, which is a critical 
point for patients with a limited cohort of follicles (Akman et 
al. 2000, 2001).
The objective of this review is to compare the effi cacy of GnRH 
antagonist to that of a GnRH agonist as coadjuvant  medicine 
for protocols of ovarian hyperstimulation in poor ovarian res-
ponder patients in IVF/ICSI cycles.

MATERIALS AND METHODS

Criteria for considering studies for this  review
All published, unpublished and ongoing randomized control-
led trials (RCT) comparing a GnRH antagonist with GnRH-a 
in ovarian hyperstimulation protocols for poor responders 
were analyzed. 

Types of outcome measures
The primary outcome measures used for this systematic review 
were cycle cancellation rate (CCR) due to poor response and 
the number of retrieved and mature oocytes. The secondary 
outcomes were clinical pregnancy rate (CPR) per cycle initia-
ted, CPR per oocyte retrieval and CPR per transfer. 

Identification of studies
Search strategies included on-line surveys of databases (ME-
DLINE, EMBASE, Science Citation Index, Cochrane Controlled 
Trials Register and OVID) from 1990 to 2006. There was no 
language restriction and grey literature was included (Bio-
medCentral, Gateway, TrialsCentral, OMNI, etc.). The following 
Medical Subject Headings and text words were used: “poor 
responder”, “ovarian stimulation”, “GnRH antagonist”, “GnRH 
agonist” and “randomized controlled trial”. The principal in-
clusion criterion was randomized controlled trial.

Validity assessment and data extraction
Each trial was assessed independently by two reviewers and 
ranked for its methodology rigor and its potential to introdu-
ce bias. Missing data were obtained from the authors when 
possible.

Statistical analysis
Data management and analysis were conducted using the 
StatsDirect  statistical software (Cheshire, UK). Effectiveness 
was evaluated using the Mantel-Haenszel method.  A confi -
dence interval for the Mantel-Haenszel odds ratio in StatsDirect 
was calculated using the Robins, Breslow and Greenland 
variance formula. A chi-square test statistic was used with 
its associated probability that the pooled odds ratio (OR) was 
equal to one. The StatsDirect also gives the option to base 
effect size calculations on weighted mean difference (WMD) as 
described in the Cochrane Collaboration Handbook (Mulrow 
and Oxman, 1996). The measure of heterogeneity (non-com-

binability) was evaluated by Cochran’s Q and the Breslow-Day 
test. A nonsignifi cant result (i.e. lack of heterogeneity) indicates 
that no trial has an OR or WMD that is statistically signifi cantly 
worse or better than the overall common OR or WMD obtained 
by pooling the data. The fi xed effects model was used for odds 
ratio (OR) and effect size (WMD).

Search results
Six trials fulfi lled the inclusion criteria. In all studies, the 
multiple low-dose (0.25 mg) antagonist regimen was applied 
(cetrorelix: 4, ganirelix: 2). In 3 trials, a long protocol with a 
GnRH agonist (leuprolide: 2, buserelin: 1) starting in the mid-
luteal phase of the preceding cycle was used as a reference 
treatment. In the 3 remaining trials, a fl are-up protocol with 
a GnRH agonist (triptorelin: 1, leuprolide: 2) was used as 
reference treatment.

RESULTS

Description of the studies included 
Akman et al. (2001) conducted a prospective RCT (randomi-
zation by consecutive number method) including a total of 
48 poor responder patients described from previous cycles 
(at least two failed IVF attempts) and who presented one of 
following reasons: baseline follicle stimulating hormone (FSH) 
concentrations > 15 mIU/ml or estradiol concentration on the 
day of human chorionic gonadotrophin (HCG) injection <500 
pg/ml or less than four mature oocytes retrieved. The patients 
were divided into two groups: I – 24 patients in 24 cycles in 
which leuprolide acetate (Lucrin, Abbott, France) at the dose 
of 40 µg s.c. per day was initiated on cycle day 2 followed by 
exogenous gonadotrophins (Metrodin HP, Serono Laborato-
ries, Switzerland) on cycle day 3; II – 24 patients in 24 cycles 
in which ovarian stimulation included a GnRH antagonist (Ce-
trotide, Asta Medica, Germany), 0.25 mg daily, administered 
during the late follicular phase. 
D’Amato et al. (2004) conducted a prospective RCT. The 
protocols of ovulation induction were randomly assigned to 
all patients on the basis of the day of the week of their fi rst 
appointment (Monday and Thursday: long protocol with GnRH 
analog; Wednesday and Friday: study protocol). The patients 
were defi ned as poor responders by their ovarian response 
(number of mature oocytes retrieved ≤ 3) to a standard long 
protocol with a GnRH agonist administered for at least two 
previous IVF/ICSI cycles, when 37% of cycles were canceled 
because of a weak E2 rise and inadequate follicular growth 
after a mean FSH dose of 4,750 IU per cycle. Sixty women 
(group 1) underwent controlled ovarian hyperstimulation with 
a single dose of leuprolide acetate (Enantone, Takeda, Italy) 
administered in the midluteal phase. Eighty-fi ve women (group 
2) received a GnRH antagonist (Cetrotide, Serono Pharma) 
in a multidose fashion (2 to 3 ampules per cycle) from the 
time when at least a single follicle of 16 mm in diameter was 
observed and/or E2 levels exceeded 1000 pg/ml until the 
time when the follicle reached ≥ 18 mm diameter, when HCG 
was injected.
Malmusi et al. (2005) conducted a prospective RCT (ran-
domization list). The poor responders (no ovarian response 
when ≥ 300 IU of FSH were administered for ≥ 15 days or 
low number of oocytes ≤4) were randomized into two groups. 
The fi rst group consisted of 30 patients in 30 cycles in which 
triptorelin, 0.1 mg (Decapeptyl, Ipsen, France) was initiated 
on the 1st day of menstruation, followed by exogenous gona-
dotrophins (Gonal-F, Serono, Switzerland) administered from 
the 2nd day of menstruation. The second group consisted 
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of 25 poor responders (25 cycles) in whom the exogenous 
gonadotrophins (Gonal-F, Serono, Switzerland) were started 
on the fi rst day of the menstrual cycle, followed by ganirelix 
(Orgalutran, Organon, Netherlands), 0.25 mg, administered 
daily until HCG injection when the leading follicle reached 14 
mm in diameter. In each group, all patients initially received 
450 IU of recombinant human FSH and the dose was adjusted 
individually according to the response of the ovaries.
Marci et al. (2005) conducted a prospective RCT (randomized 
1:1). The poor responders (estradiol concentrations < 600 pg/ml 
on the day of HCG administration and a number of retrieved 
oocyte < 3 after a previous standard long protocol with GnRH-
a) were divided into two groups. Group A patients (n=30) were 
stimulated with a standard long protocol using down-regulation 
with GnRH-a, one injection of 3.75 mg (Enantone, Takeda, Italy), 
and a subcutaneous injection of recombinant FSH (Gonal-F, 
Serono, Italy) at a dose of 375 IU daily from day 3 of the next 
cycle. In group B (n=30), ovarian stimulation started at day 2 
with r-FSH at a dose of 375 IU. The GnRH antagonist cetrorelix 
(Cetrotide, Serono Laboratories, Switzerland), 0.25 mg per day, 
was then administered when the two lead follicles had reached 
14 mm in diameter, irrespective of the day of the cycle, and 
continued until day of HCG injection.   
Cheung et al. (2005) The paper reports a prospective, ran-
domized controlled trial (computer-generated random) con-
cealed in opaque envelopes. A research nurse coordinated 
the randomization process and distribution of medication 
throughout the treatment cycles. Doctors and embryologists 
involved in the study were blinded to the treatment allocation. 
Poor responders were classifi ed as patients who had exhibited 
a poor ovarian response with < 3 mature follicles on a long 
GnRH agonist protocol in their previous IVF cycles or those 
with repeated high basal levels of FSH > 10 IU/l. The patients 
were randomly allocated to receive a GnRH antagonist or 
an agonist. All patients received the oral contraceptive pill 
(Nordette, Wyeth; 30 µg of ethinyl estradiol and 150 µg of 
levonorgestrel), one tablet daily, for the rest of the cycle for 
a total of 21 days. The control group (n=32) received a long 
GnRH-a protocol. Buserelin acetate (Suprecur, Hoechst AG, 
Germany) nasal spray was given at a daily dose of 600 µg 
starting at the mid-luteal phase of the preceding cycle, and 
co-administered during the fi nal week of oral contraception 
pre-treatment. Buserelin was continued until the day of HCG 
administration. The study group (n=31) received a fi xed mul-
ti-dose (0.25 mg daily) GnRH antagonist protocol (Cetrotide, 
Serono Laboratories, Switzerland) from day 6 of stimulation 
until the day of HCG. 
Schmidt et al. (2005) The paper reports a prospective, rando-
mized controlled trial. Computer-generated randomization was 
used for patient assignment to two treatment protocols at a 
1:1 ratio. Sealed envelopes were used for protocol allocation. 
A poor responder was defi ned as a woman with serum peak 
estradiol level ≤ 850 pg/ml and/or ≤ 4 preovulatory follicles ≥ 
15 mm in average diameter present on the day of human cho-
rionic gonadotrophin administration during a previous cycle. 
A total of 48 patients were randomized to one of two groups: 
ganirelix acetate (group A; n=24) or microdose leuprolide fl a-
re-up (group B; n=24). On cycle day 2, patients randomized to 
group A received 300 IU of recombinant FSH every morning 
and 150 IU of human menopausal gonadotrophin (hMG) every 
evening for 5 days. A multidose regimen of ganirelix was used 
with daily morning injections until, and including, the day of HCG 
administration. The patients randomized to group B received 
leuprolide acetate with a regimen of 40 µg SC every 12 hours. 
The FSH and hMG dosing, monitoring, and individualized dosing 
adjustments were the same as for group A.

Primary outcome measures
In the 3 trials that had used long protocols of GnRH agonists as 
a reference treatment, we observed advantages for the GnRH 
antagonists protocol with respect to lower CCR due to poor 
ovarian response (p:0.0002; OR 0.29, 95% CI 0.14, 0.57) (Table 
1), a higher number of retrieved oocytes (p<0.0001; WMD:1.98, 
95% CI 1.56, 2.40) (Table 2) and a higher number of mature 
oocytes (p<0.0001; WMD:1.58, 95% CI 1.18, 1.97) (Table 3).
However, when we studied only the 3 trials that had used the 
fl are-up protocol of GnRH agonists as reference treatment, 
a statistic signifi cantly lower number of retrieved oocytes 
(p:0.0118; WMD: -0.67, 95% CI -1.19, -0.15) was observed in 
the GnRH antagonist protocol when compared with the GnRH 
agonist (Table 2). In addition, no differences were observed 
regarding CCR due to a poor ovarian response (p:0.87; OR 
1.014, 95% CI 0.47, 2.19) (Table 1) or number of mature oocytes 
(p:0.41; WMD: -0.216, 95% CI –0.73, 0.30) (Table 3).  

Secondary outcome measures
In the 3 trials with a long protocol of GnRH agonist as a reference 
treatment it was observed that the antagonist protocol had higher 
CPR per initiated cycle (p:0.03; OR 2.34, 95%CI 1.11, 4.94) (Table 
4). However, these differences were not observed in the CPR per 
oocyte retrieval (p:0.14; OR 1.88, 95% CI 0.87, 4.05) or CPR per 
transfer (p:0.19; OR 1.78, 95% CI 0.82, 3.84). 
On the other hand, in the 3 trials that used the fl are-up protocol 
of GnRH agonists as reference treatment, no other differences 
were observed in the GnRH antagonist protocol with respect to 
secondary outcome measures: CPR per initiated cycle (p:0.80; 
OR 0.82, 95% CI 0.35, 1.90), CPR per oocyte retrieval (p:0.74; 
OR 0.78, 95% CI 0.32,1.90), CPR per transfer (p:0.97;OR 0.89, 
95% CI 0.27,2.20). 

DISCUSSION
Poor ovarian response to gonadotrophin remains a signifi cant 
problem in assisted conception. There have been various re-
ports formulating the ideal stimulation protocol for poor ovarian 
responders. It has been documented that cycle cancellation 
is common for this particular group of patients, mostly due to 
premature LH surges or to an inadequate ovarian response 
(Akman et al., 2001). 
The lack of a uniform defi nition of ‘poor responders’ makes 
it diffi cult to compare treatment outcomes and develop and 
assess protocols for prevention and management (Surrery 
and Schoolcraft, 2000; Kailasam et al., 2004). This fact could 
be observed in this meta-analyses since the authors used 
different criteria for the selection of the population defi ned 
as poor responder: Akman et al. (2001): FSH, oestradiol and 
number of mature oocytes; D’Amato et al., 2004: number of 
mature oocytes and/or FSH dose ≥ 4750 IU with no ovarian 
response; at least two failures in IVF/ICSI cycles; Malmusi et 
al. (2005): no ovarian response when ≥300 IU of FSH were ad-
ministered for ≥15 days or low number of oocytes ≤4; Marci et 
al. (2005): oestradiol concentrations <600 pg/ml on the day of 
HCG administration and <3 oocytes retrieved after a previous 
standard long protocol with GnRHa; Cheung et al.: <3 mature 
follicles in a long GnRHa protocol in their previous IVF cycles 
or those with repeated high basal concentrations of FSH >10 
IU/l; Schmidt et al. (2005): serum peak oestradiol concentration 
≤850 pg/ml and or ≤4 preovulatory follicles ≥15 mm in average 
diameter present on the day of HCG administration during a 
previous cycle. An international standardization of criteria to 
defi ne poor ovarian responders should be an important future 
measure. This aspect could be a possible limit for the results 
of this meta-analysis.
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Table 1. GnRH antagonist versus GnRH-a (long protocol and fl are-up) : cycle cancellation rate due to poor response

Trail GnRH
antagonist

GnRH
agonist

%Weights Odds
ratio 95% CI

Long protocol

Cheung
et al., 2005 10/31 11/32 21.8 0.90 (0.27, 2.94)

Marci
et al., 2005 1/30 4/30 11.5 0.22 (0.004, 2.51)

D’Amato
et al., 2004 4/85 20/60 66.6 0.098 (0.023, 0.32)

Pooled odds ratio = 0.29  (0.1479 to 0.569)
Fixed effects (Mantel-Haenszel, Robins-Breslow-Greenland)
Chi2 (test odds ratio differs from 1) = 13.5 p = 0.0002
Non-combinability of studies
Breslow-Day = 8.47 (df=2) p = 0.0145
Cochran  Q    = 8.05 (df=2) p = 0.0179

Flare-up

Akman
et al., 2001 2/24 2/24 14.3 1.00 (0.07,14.94)

Malmusi
et al.,2005 7/25 6/30 30.7  1.55 (0.37, 6.63)

Schmidt
et al.,2005 10/24 12/24 54.9 0.71   (0.19, 2.57)

Pooled odds ratio = 1.014  (0.468 to 2.19)
Fixed effects (Mantel-Haenszel, Robins-Breslow-Greenland)
Chi2 (test odds ratio differs from 1) = 0.025 p = 0.87
Non-combinability of studies
Breslow-Day = 0.8175 (df=2) p = 0.6645
Cochran  Q    = 0.8132 (df=2) p = 0.6658

Table 2.  GnRH antagonist versus GnRH-a (long protocol and fl are-up) : number of oocyte retrieved

Trial GnRH
antagonist mean±sd GnRH

agonist mean±sd Mean diff  95% CI
(fi xed)

Long protocol

Cheung
et al., 2005 19 5.89±3.02 21 5.62±4.17 0.27 (-2.0, 2.54)

Marci
et al., 2005 29 5.6±1.6 26 4.3±2.2 1.3 (0.29, 2.30)

D’Amato
Et al., 2004 81 5.56±1.13 40 3.36±1.3 2.2 (1.74, 2.65)

Fixed effects (Mulrow-Oxman)  Pooled effect size               WMD =       1.98               (1.56 to 2.40)
Z (test WMD + differs from 0) = 9.21   p<0.0001
Non-combinability / Cohran Q = 4.75 (df=2)   p = 0.09

Flare-up

Akman et
al. 2001 20 4.5±1.8 20 5.5±2.0 -1 (-2.18. 0.18)

Malmusi
et al., 2005 18 2.5±1.2 24 3.5±1.4 -1  (-1.80, -0.19)

Schmidt
et al., 2005 13 8.9±0.9 11 9.0±1.2 -0.1 (-0.94, 0.74)

  Fixed effects (Mulrow-Oxman) pooled effect size               WMD =   -0.67          (-1.19 to –0.15)
  Z (test WMD + differs from 0) = -2.51  p = 0.0118
  Non-combinability / Cohran Q = 2.65 (df=2)    p = 0.26 
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Table 3.  GnRH antagonist versus GnRH-a (long protocol  and fl are-up) : number of mature oocyte

Trail GnRH
antagonist mean±sd GnRH

agonist mean±sd Mean diff 95% CI
fi xed

Long protocol

Cheung
et al., 2005 19 5.32±2.73 21 5.0±3.26 0.32 (-1.55, 2.19)

D’Amato
Et al., 2004 81 4.29±0.95 40 2.65±1.12 1.64 (1.25, 2.02)

Fixed effects (Mulrow-Oxman)                      Pooled effect size       WMD = 1.58       (1.18 to 1.97)
 Z (teste WMD + differs from 0) = 7.84  p<0.0001
 Non-combinability / Cohran Q = 1.85 (df =1)      p = 0.17

Flare-up

Akman
et al., 2001 20 4.0±1.8 20 4.5±1.9 -0.5 (-1.65, 0.65)

Malmusi
et al., 2005 18 1.7±1.2 24 3.2±1.5 -1.5  (-2.34,-0.65)

Schmidt
et al., 2005 13 7.7±0.9 11 6.5±1.1 1.2 (0.40,1.99)

Fixed effects (Mulrow-Oxman)                  Pooled effect size       WMD = -0.216    (-0.73 to 0.30)
 Z (teste WMD + differs from 0) = -0.82  p = 0.41
 Non-combinability / Cohran Q =   21.36  (df =2)      p < 0.0001

Table 4.  GnRH antagonist versus GnRH-a (long protocol  and fl are-up) : clinical pregnancy rate per cycle initiated 

Trial GnRH
antagonist

GnRH
agonist %Weights Odds

ratio 95% CI

Long protocol

Cheung
et al., 2005 5/31 3/32 25.5 1.85 (0.32, 13)

Marci
et al., 2005 5/30 2/30 17.2 2.8 (0.40, 31.3)

D’Amato
et al., 2004 18/85 6/60 57.2 2.41 (0.83, 7.9)

Pooled odds ratio = 2.34  (1.10 to 4.94)
Fixed effects (Mantel-Haenszel, Robins-Breslow-Greenland)
Chi2 (test odds ratio differs from 1) = 4.36 p = 0.0367
Non-combinability of studies
Breslow-Day = 0.133 (df=2) p = 0.9355
Cochran  Q    = 0.13 (df=2)   p = 0.9356

In none of the analyzed trials the age was a criterion for 
patient’s inclusion or exclusion, or even was used as a 
criterion of poor responder. On the other way, as expected 
in RCT, in all studies the women ages among the analyzed 
groups did not present significant statistic difference: 
Akman et al. 2001: agonist fl are-up protocol: mean age: 
38 years (28-46) X antagonist protocol: mean age 38.5 
years (28-44); D’ Amato et al., 2004: agonist long protocol: 
mean age 33.02 ± 3.09 years (27–39) X antagonist proto-
col: mean age 34.01 ± 2.89 years (27–39); Malmusi et al., 
2005: agonist fl are-up protocol: mean age 36.6.02 ± 0.8 
years X antagonist protocol: mean age 36.2 ± 1.2 years; 
Marci et al., 2005: agonist long protocol: mean age 39.0 ± 
3.1 years X antagonist protocol: mean age 38.8 ± 2.9 Ye-
ars; Cheung et al., 2005 agonist long protocol: mean age 
36.3 ± 2.6 years X antagonist protocol: mean age 36.3 ± 
3.0 years; Schmidt et al., 2005: all patients were between 
25 and 43 years, mean age were similar between the two 
groups). Despite it was not possible to include the data from 
all trials in the statistical analysis, the general observation 
showed differences. However, it should be stressed that 
trials conducted on diverse populations may better refl ect 
the natural heterogeneity of treatment effectiveness found 
in daily practice.

The presence of randomization was the primary criterion used 
to select all the papers of this meta-analysis. An interesting 
fact observed was the difference among authors with respect 
to the randomization process (Akman et al. 2001, consecutive 
number method; D’Amato et al., 2004: days of week; Malmusi 
et al., 2005: randomization list; Marci et al., 2005: consecutive 
number method; Cheung et al., 2005: computer-generated 
randomization; Schmidt et al., 2005: computer-generated 
randomization). True randomization involves selecting patients 
by a random process, such as the use of a random-numbers 
table. Quasi-random methods such as sorting by days of the 
week, birth dates, or medical record numbers, are reasonable 
in most cases, although investigators need to test for any bias 
that might result.
This investigation showed that the use of GnRH antagonist 
protocols gives better results (a lower CCR due to poor ova-
rian response, higher number of oocytes retrieved, higher 
number of mature oocytes retrieved and a higher CPR per 
initiated cycle) in comparison with long protocols of GnRH-a 
for controlled ovarian hyperstimulation for poor responders 
in IVF/ISCI cycles
More recently, with the discovery of extrapituitary GnRH 
receptors in the human ovary (Janssens et al., 2000), there 
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has been some concern that the non-physiological level 
of GnRH-a given to achieve down-regulation may have a 
direct, deleterious effect on the ovary, and contribute to 
the poor response to ovarian stimulation in some patients 
undergoing IVF/ICSI cycles. To overcome the extra-suppres-
sion hypothesis while preventing the premature LH surges, 
various researchers have advocated decreasing the dosage 
and the timing of GnRH-a, such as in microdose GnRH-a 
agonist and fl are-up regimens (Scott and Navot, 1994; Sur-
rey et al., 1998). In this study, the 3 trials with GnRH-a as a 
reference treatment did not use a microdose regimen.  
Tarlatzis et al. (2003) reported that fl are-up GnRH-a proto-
cols (including all dosage varieties) produce better results 
than standard long luteal protocols in patients with poor 
ovarian response.
In this study, when the review was performed with the trials 
that had used fl are-up protocols of GnRH-a as reference 
treatment, a statistically signifi cant lower number of retrie-
ved oocytes was observed in the GnRH antagonist protocol 
when compared with the GnRH agonist. However, no other 
difference was observed with the GnRH antagonist protocol 
in any of the outcomes analyzed (CCR due to poor ovarian 
response, number of mature oocyte, CPR per initiated cycle, 
CPR per oocyte retrieval, CPR per transfer).  
Garcia-Velasco et al (2001) observed that GnRH antagonist 
therapy in women undergoing ovarian stimulation had a 
significant effect on ovarian follicular steroidogenesis. 
The mean estradiol concentration in follicular fluid was 
significantly lower in patients treated with a GnRH anta-
gonist than in those treated with GnRH-a. In that study, an 
interesting observation was the fact that, with similar FSH 
doses (GnRH antagonist and GnRH-a groups) and with a 
significantly reduced period of stimulation, fewer oocytes 
were retrieved in antagonist-treated women.  However, this 
was a matching  study and not a randomized controlled 
clinical trial.
Lindheim and Morales (2003) in 37 donor cycles, starting 
GnRH antagonist administration on day 6 of stimulation, 
reported that 35% of donor cycles had a decrease in 
serum estradiol prior to hCG administration and 93% of 
them showed a decrease in serum estradiol at > 3 days 
after GnRH antagonist administration. They concluded that 
the use of GnRH antagonists has an unpredictable effect 
on estradiol production during follicular recruitment which 
appears to adversely affect pregnancy outcome if a decline 
in estradiol occurs.
At present, the relationship between a GnRH antagonist and 
a negative effect on ovarian follicular steroidogenesis (de-
creased estradiol levels, low number of oocytes) is unclear. 
Nevertheless, some variables could be interfering with his 
problem such as total dose, different length of the down-
regulation period, and individual sensitivity to the drug. 
To our knowledge, this is the first systematic review 
comparing a GnRH antagonist against GnRH-a in ovarian 
stimulation protocols for poor responders. Nevertheless, 
additional randomized controlled trials with better planning 
are needed to further confi rm these results, since the ran-
domized studies available for this meta-analysis involved 
reduced sample numbers and varied widely in the defi nition 
of poor ovarian response, and heterogeneity (trial GnRH-ant 
versus GnRHa agonist protocols with respect to number of 
mature oocytes).

REFERENCES
Akman MA, Erden HF, Tosun SB et al. - Addition of GnRH antagonist in cycles 

of poor responders undergoing IVF. Hum. Reprod. 15: 2145-2147, 2000.

Akman MA, Erden HF, Tosun SB et al. - Comparison of agonistic fl are-up 
protocol and antagonistic multiple dose protocol in ovarian stimulation of 
poor responders: results of a prospective randomized trial. Hum. Reprod. 
16: 868-870, 2001.

Al-Inany H, Aboulghar M. - GnRH antagonist in assisted reproduction: a Co-
chrane Review. Hum. Reprod. 17: 874-885, 2002.

Cheung L, Lam P, Lok IH, Chiu TT, Yeung S, Tjer C, Haines CJ. - GnRH antagonist 
versus long GnRH agonist protocol in poor responders undergoing IVF: a 
randomized controlled trial. Hum. Reprod. 20: 616-621, 2005.

Craft I, Gorgy A, Hill J, Menon D, Podsiadly B. - Will GnRH antagonists provide 
new hope for patients considered ‘diffi cult responders’ to GnRH agonist 
protocols? Hum. Reprod. 14: 2959-2962, 1999.

D’Amato G, Caroppo E, Pasquadibisceglie A, Carone D, Vitti A, Vizziello GM. - A 
novel protocol of ovulation induction with delayed gonadotrophin-releasing 
hormone antagonist administration combined with high-dose recombinant 
follicle-stimulating hormone and clomiphene citrate for poor responders 
and women over 35 years. Fertil. Steril. 81: 1572-1577, 2004.

Garcia JE, Jones GS, Acosta AA, Wright G. - HMG/HCG follicular maturation for 
oocytes aspiration: phase II, 1981. Fertil. Steril. 39: 174-179, 1983.

Garcia-Velasco JA, Isaza V, Vidal C, Landazábal A, Remohi J, Simón C, Pellicer 
A. - Human ovarian steroid secretion in vivo: effects of GnRH agonist versus 
antagonist (cetrorelix). Hum. Reprod. 16: 2533-2539, 2001.

Janssens RMJ, Brus L, Cahill DJ, Huirne JAF, Schoemaker J, Lambalk CB. -  Di-
rect ovarian effects and safety aspects of GnRH agonists and antagonists. 
Hum. Reprod. Update 6: 505-518, 2000.

Kailasam C, Keay SD, Wilson P, Ford WCL, Jenkins JM. -Defi ning poor ovarian 
response during IVF cycles, in women aged <40 years, and its relationship 
with treatment outcome. Hum. Reprod. 19: 1544-1547, 2004.

Keay SD, Liversedge NH, Mathur RS, Jenkins JM. - Assisted conception follow-
ing poor ovarian response to gonadotrophin stimulation. Britisth Journal of 
Obstetrics and Gynaecology 104: 521-527, 1997.

Lindheim SR, Morales AJ - GnRH antagonists followed by a decline in serum 
estradiol results in adverse outcomes in donor oocyte cycles. Hum. Reprod. 
18: 2023-2031, 2003.

Marci R, Caserta D, Dolo V, Tatone C, Pavan A, Moscarini. M - GnRH antago-
nist in IVF poor-responder patients: results of a randomized trial. Reprod. 
Biomed. Online 11: 189-193, 2005.

Malmusi S, La Marca A, Giulini S, Xella S, Tagliasacchi D, Marsella T, Volpe A. 
- Comparison of a gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) antagonist 
and GnRH agonist fl are-up regimen in poor responders undergoing ovarian 
stimulation. Fertil. Steril. 84: 402-406, 2005. 

Matikainen T, Ding YQ, Vergara M, Huhtaniemi I, Couzinet B, Schaison G. 
- Differing responses of plasma bioactive and immunoreactive follicle-
stimulating hormone and luteinizing hormone to gonadotrophin-releasing 
hormone antagonist and agonist treatments in postmenopausal women. 
J. Clin. Endocrinol.  Metab. 75: 820-825, 1992.

Mulrow CD, Oxman AD (eds) - Cochrane Collaboration Handbook, Oxford: 
Cochrane Collaboration, 1996.

Reissmann T, Felberbaum R, Diedrich K et al. - Development and applications 
of luteinizing hormone-releasing antagonists in the treatment of infertility: 
an overview. Hum. Reprod. 10: 1974-1981, 1995.

Scott RT, Navot D. - Enhancement of ovarian responsiveness with microdose 
of gonadotrophin-releasing hormone agonist during ovulation induction 
for in vitro fertilization. Fertil. Steril. 61: 880-885, 1994.

Schmidt DW, Bremner T, Orris JJ, Maier DB, Benadiva CA, Nulsen JC. - A 
randomized prospective study of microdose leuprolide versus ganirelix 
in in vitro fertilization cycles for poor responders. Fertil. Steril. 83: 1568-
1571, 2005.

Surrey ES, Bower J, Hill DM, Ramsey J, Surrey MW. - Clinical and endocrine 
effects of a microdose GnRH agonist fl are regimen administered to poor 
responders who are undergoing in vitro fertilization. Fertil. Steril. 69: 419-
424, 1998.

Surrey ES, Schoolcraft WB. - Evaluating strategies for improving ovarian 
response of the poor responder undergoing assisted reproductive tech-
niques. Fertil. Steril. 73: 667-676, 2000.

Tarlatzis BC, Zepiridis L, Grimbizis G, Bontis J. - Clinical management of low 
ovarian response to stimulation for IVF: a systematic review. Hum. Reprod. 
Update 9:  61-76, 2003.

Artigos de Revisão.indd   39Artigos de Revisão.indd   39 17/1/2007   13:19:2417/1/2007   13:19:24



40

Uso da Suplementação de LH 
Recombinante na Estimulação Ovariana 
com  Protocolos de FSH Recombinante 
e Agonistas do GnRH: Uma Revisão da 
Literatura. 

Recombinant Luteinizing Hormone 
Supplementation to Recombinant Follicle-
stimulation Hormone During Induced Ovarian 
Stimulation in the  GnRH-agonist Protocol: 
A Literature Review.

3 Faculdade de Medicina da Universidade de Santo Amaro, São 
Paulo, SP.
4 Departamento de Ginecologia e Obstetrícia, Faculdade de 
Medicina de Botucatu – UNESP, , Botucatu, SP.

5 Correspondência para:
Centro de Reprodução Humana Prof. Franco Junior
Av. Prof. João Fiusa, 689 - CEP 14025-310 
Ribeirão Preto, SP - Brasil 
E-mail: crh@crh.com.br

A
R

T
IG

O
 D

E
 R

E
V

IS
Ã

O

JBA Oliveira1, AL Mauri1,2, 
CG Petersen1,2, AMC Martins2, 
J Cornicelli1, M Cavagna3, A Pontes4, 
RLR Baruffi 1, JG Franco Jr1,4,5

1Centro de Reprodução Humana Prof. Franco Junior, Ribeirão 
Preto, SP. 
2Pós-graduando, Departamento de Ginecologia e Obstetrícia, 
Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP, , Botucatu, SP.

Recebido em 20/07/2006
Avalidado e aceito em 14/11/2006

ABSTRACT
The purpose of this review was to assess the effi cacy of re-
combinant LH (r-LH) supplementation for controlled ovarian 
stimulation in recombinant FSH (r-FSH) and GnRH-agonist 
(GnRH-a) protocol for IVF/ICSI cycles. Search strategies in-
cluded on-line surveys of databases from 1990 to 2006. Four 
trials fulfi lled the inclusion criteria (Lisi et al. 2002, Humaidan 
et al. 2004, Marrs et al. 2004, Tarlatzis et al. 2006). When the 
review was carried out advantages were observed for the 
r-LH supplementation protocol with respect to a fewer days 
of stimulation, a fewer total amount of r-FSH administered 
and a higher serum estradiol levels on the day of hCG admi-
nistration. However, these differences were not observed in 
number of oocyte retrieved, number of mature oocytes, clinical 
pregnancy per oocyte retrieval, implantation and miscarriage 
rates. Nevertheless, more randomized controlled trials are 
necessary before evidence-based recommendations regard-
ing exogenous r-LH supplementation in ovarian stimulation 
protocols with r-FSH and GnRH-a for assisted reproduction 
treatment can be provided.

Key words: ovarian stimulation, recombinant FSH (r-FSH), 
recombinant LH (r-LH), GnRH agonist.

RESUMO
O objetivo desta revisão foi o de determinar a efi cácia da 
suplementação com LH recombinante (r-LH) na estimulação 
ovariana para ciclos de FIV/ICSI com FSH recombinante 
(r-FSH) e agonista do GnRH (GnRH-a). Foram pesquisados 
estudos entre 1990 e 2006, sendo que quatro investigações 
preencheram os critérios de inclusão na revisão (Lisi et al. 
2002, Humaidan et al. 2004, Marrs et al. 2004, Tarlatzis et al. 
2006). As vantagens observadas com a suplementação com 
r-LH foram um menor número de dias de estimulação, menor 
quantidade de r-FSH administrada e maiores concentrações 
de estradiol sérico no dia da administração do hCG. Entretan-
to, tais diferenças não foram observadas quanto ao número 
de oócitos maduros coletados, taxa de gravidez clínica por 
punção folicular, e taxas de implantação e abortamento.  Con-
clui-se que são necessários ulteriores estudos randomizados 
antes que se possa recomendar, com base em evidências, a 
suplementação com r-LH em ciclos de reprodução assistida 
estimulados com r-FSH e agonistas do GnRH.

Unitermos: estimulação ovariana, FSH recombinante (r-FSH), 
LH recombinante (r-LH), agonista do GnRH.  

INTRODUCTION
The pharmacology of ovarian stimulation has been strongly 
infl uenced by the two-cell, two gonadotrophin theory, and 
follicular stimulation protocols historically have included both 
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luteinizing hormone (LH) and follicle-stimulating hormone 
(FSH) in an attempt to mimic normal physiology (Sills et al., 
1999). During recent years, the effect of LH on follicular ma-
turation and pregnancy outcome during the course of ovarian 
stimulation in relation to assisted reproduction has received 
increasing attention. This interest refl ects the fact that modern 
stimulation protocols have resulted in LH concentrations 
substantially lower than those observed in the natural cycle 
and in previously used protocols. The introduction of gona-
dotrophin-releasing hormone agonists (GnRH-a) in the mid-
1980s successfully circumvented the problems of a premature 
LH surge. During the same period of time, there has been a 
gradual shift from human gonadotrophin (HMG) with equal 
amounts of FSH and LH like activity over pure urinary derived 
FSH preparations to recombinant human FSH (r-FSH), without 
LH activity (Humaidan et al., 2004). 
Some studies have suggested that the suppression of the en-
dogenous LH secretion does not seem to affect the majority of 
IVF patients treated with supplementation in women undergoing 
assisted reproduction and stimulation with r-FSH. Other studies 
have indicated that a group of normogonadotrophic women, 
down regulated and stimulated with pure FSH preparations 
may experience low LH concentrations that compromise the 
parameters of the IVF treatment (Humaidan et al., 2004).
According to current concepts in the folliculogenesis, LH 
plays an essential role in the fi nal stages of follicular matura-
tion (Hillier, 2001; Zeleznik, 2001). Once an appropriate stage 
of follicular development has been achieved in response to 
treatment with FSH, granulosa cells became receptive to LH 
stimulation and LH becomes capable of exerting its actions on 
both theca cells and granulosa cells. In fact, at non-saturating 
concentrations of FSH and LH, the response are additive. 
Moreover, it has been postulated that the maturing follicle 
reduces its dependence on FSH by acquiring LH receptors 
(Hillier, 2001; Zeleznik, 2001). Thus, LH may play an essential 
role in determining oocyte maturity and development potential 
in IVF cycles. However, exposure of the developing follicle to 
inappropriately high concentrations of LH may interfere with 
follicular and oocyte maturation and thus adversely affect the 
reproductive process (Hillier, 1994; Shoham, 2002).
The objective of this review is to compare the effi cacy and safety 
of recombinant LH (r-LH) supplementation in women under-
going assisted reproduction and stimulation with r-FSH in the 
GnRH-a protocol of ovarian stimulation in IVF/ICSI cycles.

MATERIALS AND METHODS

Criteria for considering studies for this review
All published and ongoing randomized controlled trials (RCT) 
comparing the effect of r-LH supplementation in women un-
dergoing assisted reproduction and stimulation with r-FSH in 
the GnRH-a protocol were analyzed. 

Types of outcome measures
The primary outcome measures used for this review were 
the number of days of stimulation, the total amount of r-FSH 
administered, serum estradiol levels on the day of hCG admi-
nistration, the number of retrieved and mature (MII) oocytes. 
The secondary outcomes were clinical pregnancy rate (CPR) 
per oocyte retrieval, implantation rate and miscarriage rate.

Identification of studies
Search strategies included on-line surveys of databases (ME-
DLINE, EMBASE, Science Citation Index, Cochrane Controlled 
Trials Register and OVID) from 1990 to 2006. There was no 
language restriction. The following Medical Subject Headings 

and text words were used: “ovarian stimulation”, “recombinant 
FSH”, “recombinant LH”, “GnRH agonist” and “randomized 
controlled trial”. The principal inclusion criterion was rando-
mized controlled trial.

Validity assessment and data extraction
Each trial was assessed independently by two reviewers and 
ranked for its methodology rigor and its potential to introduce bias. 
Missing data were obtained from the authors when possible.

Statistical analysis
Data management and analysis were conducted using the 
StatsDirect statistical software (Cheshire, UK). Effective-
ness was evaluated using the Mantel-Haenszel method. A 
confi dence interval for the Mantel-Haenszel odds ratio in 
StatsDirect was calculated using the Robins, Breslow and 
Greenland variance formula. A chi-square test statistic was 
used with its associated probability that the pooled odds ratio 
(OR) was equal to one. The StatsDirect also gives the option 
to base effect size calculations on weighted mean difference 
(WMD) as described in the Cochrane Collaboration Handbook 
(Mulrow and Oxman, 1996). The measure of heterogeneity 
(non-combinability) was evaluated by Cochran’s Q and the 
Breslow-Day test. A non-signifi cant result (i.e. lack of hete-
rogeneity) indicates that no trial has either an OR or a WMD 
that is statistically signifi cantly worse or better than the overall 
common OR or WMD obtained by pooling the data. The fi xed 
effects model was used for odds ratio (OR) and effect size 
(WMD). Since a fi xed effects model has been employed it is 
important to acknowledge that inferences refer only to the 
particular studies included in the analysis. In the alternative 
random effect model, the individual studies are regarded as a 
random sample from the (infi nite) population of studies. Global 
inferences would be permissible, but the random errors used 
would need to refl ect inter-study variation. Since each of our 
analyses contained only four studies, we decided to derive 
our inferences from a fi xed effects model.

RESULTS

Search results
Four trials fulfi lled the inclusion criteria (Lisi et al. 2002, Marrs 
et al. 2003, Humaidan et al. 2004, Tarlatzis et al. 2006). In 3 
trials, the pituitary down-regulation with GnRH-a started in the 
mid-luteal phase of the preceding cycle and in 1 trial in the 
beginning of the menstrual cycle. All trials compared ovarian 
stimulation with r-FSH alone (control group) versus ovarian 
stimulation with r-FSH + r-LH (study group). 

Description of the studies included:
Lisi et al. (2002) All patients (n=453) began treatment during 
a set period (treatment run) in which patients were allocated 
r-FSH only or r-FSH and r-LH on the basis of randomization by 
allocation of treatment to every third patient. Exclusion criteria 
were a body mass index <18 or >35, an abnormal karyotype 
or any endocrinopathy/illness. Patients were included if there 
was evidence of tubal damage and endometriosis, but their 
frequency was not signifi cantly different among all groups stu-
died. Patients had no evidence of abnormal menstrual cycles 
and evaluation of basal hormone concentrations occurred on 
day 3 of the spontaneous cycle. The down-regulation was 
induced with triptoreline 0.1 mg (Ipsen, France) subcutaneou-
sly from the mid-luteal phase of previous cycle (day 21) for 
3 weeks before start gonadotrophin stimulation. All patients 
commenced on a daily dose of 150IU r-FSH; group A patients 
(n= 122) were supplemented daily with 75IU r-LH (Luveris; Sero-
no, Geneva, Switzerland) from day 7 of stimulation and group B 

Artigos de Revisão.indd   41Artigos de Revisão.indd   41 17/1/2007   13:19:2417/1/2007   13:19:24



42

Artigo Revisão

patients (n=331) were maintained on r-FSH only.
Marrs et al. (2003) The study included (n=431) normo-ovulatory 
women aged 18-40 with serum/plasma FSH≤11.2mIU/ml; pre-
sence of both ovaries; male partner with a diagnosis of male factor 
infertility; and a requirement for ICSI. Exclusion criteria included: 
clinically signifi cant systemic disease; smoking more than 10 ciga-
rettes per day; any contraindication to pregnancy; serum/plasma 
LH:FSH ratio >2; and more than two previous ICSI cycles in which 
gonadotrophin stimulation was used. This was a randomized, 
open-label, multi-centre study carried out in 44 centers in the 
USA. Patients were randomized 1:1 to undergo stimulation with 
r-FSH (Gonal-F; Serono Laboratories, Geneva, Switzerland) alone 
(n= 219) or r-FS+r-LH (Luveris; Serono Laboratories) (n=212). Pi-
tuitary down-regulation was carried out using leuprolide acetate 
(Lupron; TAP Pharmaceuticals, Inc., IL, USA), 0.5 mg/day starting 
7-8 days after estimated ovulation. Treatment with r-FSH (225 
IU/day) was started when serum estradiol was <75pg/ml. After 
5 days, the r-FSH could be increased about 75-150IU/day every 
2-3 days if necessary. The combination group began treatment 
with r-LH (150 IU/day) on stimulation day 6. The dose of r-LH 
remained constant throughout the treatment period.
Humaidan et al. (2004) A total of 231 women undergoing IVF or 
ICSI treatment from November 2001 to October 2002 were in-
cluded in this prospective randomized non-assessor-blind study. 
Patients fulfi lling the following inclusion criteria were prospectively 
enrolled in a consecutive manner: (i) female age < 40 years; (ii) 
baseline FSH<10 IU/L; (iii) menstrual cycles between 25 and 
34 days; (iv) standard hormonal treatment as follows: pituitary 
down-regulation with GnRH-a (Suprefact; Hoechst, Horsholm, 
Denmark) 0.5 mg s.c. daily from the mid-luteal phase for 14 
days after which the dose of GnRH-a was reduced to  0.2 mg 
s.c. and ovarian stimulation was initiated with r-FSH (Gonal F; 
Serono Nordic, Copenhagen, Denmark or Puregon; Organon, 
Skovclunde, Denmark) using individualized doses according to 
baseline FSH, BMI, age and ovarian volume. Patients <35 years 
of age were stimulated with 150IU of r-FSH and patients > 35 
years were stimulated with 225 IU of r-FSH. An additional 75IU of 
r-FSH was administered in patients with baseline FSH between 
8 and 10IU/L, BMI above 30 and ovarian volume below 3 ml. 
The ovarian response was starting on day 8 of stimulation and 
the dose of FSH was adjusted if necessary. On this same day 
of stimulation (day 8), patients were randomized by the study 
nurse, using computer generated random numbers in sealed, 
unlabelled envelopes, each containing a unique study number, 
to receive either r-FSH plus supplementation of r-LH (Luveris; 
Serono Nordic, Copenhagen, Denmark) (n=116) or r-FSH alone 
(n=115). Doses of r-FSH and r-LH were given in a ratio of 2:1.
Tarlatzis et al. (2006) The trial was a double-blind, randomized, 
placebo-controlled, prospective study performed at six centres 
in four countries. Women were eligible for inclusion in the study 
if they aged between 18 and 37 years, had a normal uterus and 
two ovaries, and were scheduled to undergo controlled ovarian 
stimulation prior to IVF with ICSI. All women had normal ovu-
latory cycles of 24-35 days, with maximum FSH and prolactin 
concentrations of 12 IU/l and 1040 IU/l, respectively, during the 
early follicular phase (days 2-6). No evidence of other gynaeco-
logical pathology (except tubal) was present. Women in whom a 
previous IVF cycle had been unsuccessful due to a poor response 
(≤2 oocytes recovered) were not eligible for the study. Patients 
underwent pituitary down-regulation with buserelin (Suprefact, 
Hoecht, Frankfurt, Germany), using a fi xed daily dose of 200 mg 
s.c, according to the long agonist protocol, starting on day 2 of 
the normal menstrual cycle. Treatment with r-FSH (Gonal-F, La-
boratories Serono S.A, Aubonne, Switzerland) was then started in 
women with serum E2 concentrations <200pmol/l and no follicles 
> 15 mm in diameter or ovarian cysts on ultrasonographic exa-

mination. The initial r-FSH dose was 150 IU s.c. daily for 5 days, 
after which the dose was adjusted to a maximum of 450 IU per 
day according to the ovarian response. Once the leading follicle 
had reached a diameter of 14mm, patients were randomized to 
receive r-LH (Luveris, Laboratories Seronoo S.A), 75IU s.c. (n=55), 
or placebo (n=57) for a maximum of 10 days.

PRIMARY OUTCOME 
-Days of stimulation (Table 1): All studies were included. The 
mean days of stimulation was signifi cantly lower in the 505 
women using r-LH than in the 722 women not using (p<0.0001; 
WMD: -0.198 95% CI: –0.24, -0.16). There was no heterogene-
ity in this comparison (Cohran Q: 1.16, df: 3, p= 0.76).
-Total amount of r-FSH administered (Table 2): All studies were 
included. A signifi cantly fewer amount of r-FSH was administered 
for the 505 women using r-LH than in the 722 women not using 
(p<0.0001; WMD: -192, 95% CI: -220,-164). There was hetero-
geneity in this comparison (Cohran Q: 9.79, df:3, p= 0.02).
-Serum estradiol levels on the day of hCG administration (Ta-
ble 3): Three trials reported this data. Signifi cant higher serum 
estradiol level was found in 389 women using r-LH than in 607 
women not using (p<0.0001; WMD: 49.4, 95% CI: 38.4, 60.4). 
There was no heterogeneity in this comparison (Cohran Q: 4.41, 
df:2, p= 0.11).
-Number of oocytes retrieved (Table 4): All studies were 
included. The mean number of oocytes retrieved was not 
signifi cantly different in the 505 women using r-LH than in 722 
women not using (p=0.37; WMD: 0.03, 95% CI: -0.03, 0.09). 
There was no heterogeneity in this comparison (Cohran Q: 
1.84, df:3, p=0.61) 
-The number of mature oocytes (MII) (Table 5): All studies were 
included. The mean number of mature oocytes retrieved was 
not signifi cantly different in the 497 women using r-LH than in 
717 women not using (p=0.94; WMD: 0.016, 95% CI: –0.46, 
0.50). There was no heterogeneity in this comparison (Cohran 
Q: 2.57, df:3 p=0.46)

SECUNDARY OUTCOME 
-Clinical pregnancy rate oocyte retrieval (CPR) (Table 6): All 
studies were included. The CPR per oocyte retrieval procedure 
was not signifi cantly different transfer in cycles using r-LH 
(171/497, 34.4%) than in cycles not using (202/705, 28.6%) 
(p=0.52; OR:1.1, 95% CI: 0.85, 1.42). There was no hetero-
geneity in this comparison (Breslow-Day: 3.42, df:3, p=0.33; 
Cochran Q:3.39, df:3, p= 0.34)
-Implantation rate (Table 7): Two studies were included. The 
implantation rate was not signifi cantly different in the cycles 
using r-LH (97/464, 20.9%) than in cycles not using (127/940, 
13.5%) (p=0.06; OR:1.35 95% CI: 0.99, 1.83). There was no 
heterogeneity in this comparison (Breslow-Day:0.68, df:1, 
p=0.41; Cochran Q:0.68, df:1, p= 0.41)
-Miscarriage rate (Table 8): Two trials were included. The mis-
carriage rates were not signifi cantly different in the pregnancies 
after the use of r-LH (10/51, 19.6%) than in those in which it 
was not used (16/49, 32.6%) (p=0.23; OR:0.52, 95% CI: 0.21, 
1.3). There was no heterogeneity in this comparison (Breslow-
Day:1.24, df:1, p=0.26; Cochran Q:1.22, df:1, p= 0.27)

DISCUSSION
The validity of the two-cell, two-gonadotrophin hypothesis, 
which suggests that both LH and FSH are required for ovarian 
steroidogenesis in a gonadotrophin-defi cient population (World 
Health Organization I classifi cation), is clear. However, there is still 
a considerable controversy on the need of additional LH supple-
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mentation in cycles of assisted reproduction techniques using a 
GnRH-a (Tarlatzis et al., 2006). It has been proposed that “resting” 
concentrations of LH are suffi cient to maintain steroidogenesis and 
normal folliculogenesis (Chappel and Howles, 1991).
It has been widely demonstrated that, during ovarian stimulation 
with FSH and concomitant administration of a GnRH-a, endoge-
nous levels of LH decrease reaching lowest values during the late 
stimulation phase. Thus, it would seem logical that if LH supple-
mentation is to have any benefi t, then the late follicular phase would 
be appropriate time for its administration especially if, as has been 
reported, ± 50% of agonist/FSH treated women are LH defi cient 
(plasma LH concentration <0.5IU/l) (Westergaard et al., 2000). The 
proportion of positive pregnancy tests was similar in the two groups 
(30% versus 34% per started cycle), but the fi nal clinical treatment 
outcome was signifi cantly different, with a fi ve-fold higher risk of 
early pregnancy loss (45% versus 9%; p<0.05) in the low LH group 
and consequently a signifi cant poorer chance of delivery than in 
the normal LH group (Westergaard et al., 2000). 
On the other hand, the rationale for using a dose 150IU/day was 
on the concentrations of LH measured in women down-regulated 
with GnRH-a. This dose of r-LH achieved a C-max of 1.2IU/L, a 
concentration found to be important in hypogonadotropic women 
stimulated with r-FSH alone (O’Dea and The U.S. Recombinant 
Human LH Study Group, 2000). Concentrations of LH <1.2IU/L 
were associated with insuffi cient estradiol concentrations and a 
failure to become pregnant. It seems to be a therapeutic “window” 
of LH concentrations, because high concentrations of LH have 
been associated with atresia of developing follicles in women with 
hypogonadotropic hypogonadism or polycystic ovary disease 
(O’Dea and The U.S. Recombinant Human LH Study Group, 2000; 
Marrs et al., 2003)
It has recently been suggested that, in a subset of patients, a 
suboptimal ovarian response to the GnRH-a protocol associated 
with the use FSH-only gonadotrophin preparations may be due 
to low LH activity caused by low serum concentrations of LH 
and/or LH bioactivity (De Placido et al., 2001). The following facts 
support this possibility. The ovarian response to stimulation with 
gonadotrophins is often reduced in patients receiving long-term 
down-regulation (Fábregues et al., 1998) or in those who required 
prolonged GnRH-a treatment to achieve down-regulation, with a 
subsequent profound suppression of endogenous gonadotrophins 
(Fleming et al., 1998).
When this review was carried out advantages for the LH supple-
mentation protocol with respect to a higher serum estradiol levels 
on the day of hCG administration (p<0.0001; WMD: 49.4 95% CI 
38.4, 60.2) were observed. How estradiol might infl uence or re-
fl ect human oocyte health has not been fully elucidated, although 
preliminary research has suggested a potential role as a growth 
factor. Diminished serum estradiol concentrations most probably 
represent impaired ovarian steroidogenesis after GnRH-a down-
regulation, and assessment of estradiol response patterns have 
been considered important markers for IVF cycle success (Davis 
and Rosenwaks, 1992). Multiple novel roles of LH have been re-
cently proposed and it has been postulated that LH may affect IVF 
results both determining oocyte quality and by infl uencing uterine 
receptivity via ovarian estradiol secretion or through direct effects 
on endometrium, myometrium, and uterine artery and vein (Rao, 
2001; Shemesh, 2001; Tesarik and Mendoza, 2002). In essence, 
LH should no longer be viewed only as a gonadal regulating hor-
mone. LH has a number of other target organs in the body, and 
what it does in them could be important for better understanding 
of biology as well as a benefi t to patients. As we learn more about 
the non-classical LH action our thinking may yet again have to be 
revised (Rao, 2001).
In addition, this review also showed advantages for the LH supple-
mentation protocol with respect to a fewer total amount of r-FSH 

administered (p<0.0001; WMD: -192 95% CI –220, -164) and a 
fewer days of stimulation (p<0.0001; WMD: -0.20 95% CI -0.24,-
0.16). The reduction of total amount of the r-FSH in the group with 
r-LH supplementation confi rms that FSH and LH act synergistically 
in the last part of the cycle (Humaidan et al., 2004). However, the 
variable total amount of r-FSH had a signifi cant heterogeneity (Co-
hran Q: 9.79, df:3 p=0.02). De Placido et al. (2004) observed that 
the administration of a daily r-LH resulted in a signifi cant decrease 
in that cumulative r-FSH amount and in a trend toward a reduction 
of the stimulation length. Balasch et al. (2003) reported that with 
a fi xed regimen of 150IU r-FSH or HMG during the fi rst 14 days 
of treatment, the duration of ovarian stimulation and the per cycle 
gonadotrophin amount dose were lower in group HMG.
On the other hand, in this review no differences were observed in 
the number of oocytes retrieval, mature oocytes, CPR per oocyte 
retrieval, implantation rate and miscarriage rate.
Some authors think that the mid-follicular LH levels have a sig-
nifi cant impact on ovarian response and pregnancy outcome. 
Concerning the group of patients with high LH levels after down-
regulation, we have to await the results of future trials to draw fi rm 
conclusions. The dynamic changes of the endogenous LH levels 
during down-regulation outcome as well as the bioactivity of the 
LH molecule in individual patients, however, should receive more 
attention, as they seem to be of importance for the reproductive 
outcome of the down-regulated cycle (Humaidan, 2006). 
Kolibianakis et al. (2006) in a systematic review concluded that, 
the available evidence suggests, among women with normal 
ovulation or WHO II oligo-anovulation, low endogenous LH levels 
during ovarian stimulation for IVF using GnRH analogues are not 
associated with a decreased probability of ongoing pregnancy 

beyond 12 weeks. On the contrary, there is evidence to suggest 

that the opposite may be true. Unless further prospective studies 

modify the direction of the current evidence, LH supplementation 

in ovarian stimulation for IVF using GnRH analogues cannot be 

based on the rationale that low endogenous LH levels have an 

adverse effect on the probability of ongoing pregnancy beyond 

12 weeks of gestation.
On the contrary, Balasch and Fabregues (2006) concluded that the 
LH plays an essential physiological role in follicle steroidogenesis 
and development and oocyte maturation. Thus, exogenous LH 
is an essential tool in ovulation induction. Current concepts of 
gonadotrophic control of ovarian function have established that 
both a ‘threshold’ and a ‘ceiling’ for LH concentrations exist during 
the follicular phase of menstrual and induced cycles. Therefore, 
concentrations of LH should be neither too high nor too low dur-
ing ovulation induction, in order to not compromise reproductive 
performance. 
Although there may be specifi c subgroups of endocrinologically 
healthy assisted reproduction treatment patients needing LH 
supplementation, it is well accepted that the best and only true 
model to investigate any LH hypothesis correctly is the hypogo-
nadotrophic woman who may be totally LH defi cient. It seems 
clear that normally ovulating women with pituitary down-regula-
tion are not comparable to WHO group I anovulatory patients, 
as in most cases an absolute defi ciency does not really exist, as 
demonstrated by a very different steroidogenic response to FSH 
alone. In addition, the use of GnRH analogues represents a major 
effect modifi er. Therefore, to establish the threshold value of LH 
that should be used to discriminate between LH concentrations 
considered suffi cient and those considered too low or too high in 
assisted reproduction treatment patients is not an easy task. Thus, 
more data (randomized controlled trials) are necessary before 
evidence-based recommendations regarding exogenous r-LH 
supplementation in ovarian stimulation protocols with r-FSH and 
GnRH-a for assisted reproduction treatment can be provided.
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Table 1 - Cycles with and without LH supplementation: days of stimulation

Trail rec FSH +rec LH rec FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd n mean±sd

Tarlatzis 

2006

55 9.7±2.3 57 9.9±3.2 -0.2 -1.24,0.84

Humaidan

2004

116 11.1±1.4 115 11.1±1.4 0 -0.36,0.36

Marrs 

2004

212 9.3±1.6 219 9.5±2.0 -0.2 -0.54,0.14

Lisi

2002

122 12.57±0.15 331 12.77±0.27 -0.2 -0.25,-0.15

Total 505 722

Pooled effect size 

Fixed effects (Mulrow-Oxman)

-0.198 -0.24,-0.16

Z (test WMD + differs from 0)= -9.96 p<0.0001

Non-combinability:

-Cohran Q= 1.16 (df = 3) p= 0.76

Table 2 - Cycles with and without LH supplementation: total amount of r-FSH administered

Trail rec FSH +rec LH rec FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd (UI) n mean±sd(UI)

Tarlatzis 

2006

55 1837.5±802.5 57 1755±682.5 82.5 -193, 358

Humaidan

2004

116 2008±776 115 1997±749 11 -185.7, 207.7

Marrs 

2004

212 2161.4±716.55 219 2266.4±826.21 -105 -251.2, 41.2

Lisi

2002

122 2998±112 331 3201±198 -203 -240.2,-165.8

Total 505 722

Pooled effect size 

Fixed effects (Mulrow-Oxman)

-192 -220,-164

Z (test WMD + differs from 0)= -13.4 p<0.0001

Non-combinability:

-Cohran Q= 9.79 (df = 3) p= 0.02

Table 3 – Cycles with and without LH supplementation: serum estradiol levels on the day of hCG administration

Trail rec FSH +rec LH rec FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd

(pmol/l)

n mean±sd

(pmol/l)

Tarlatzis 

2006

55 1901±1073 57 1539±723 362 24.2, 670

Marrs 

2004

212 9004±5162 219 8435±4853 569 -376, 1514

Lisi

2002

122 1221±58 331 1072±36 49 40.1, 57.9

Total 389 607

Pooled effect size 

Fixed effects (Mulrow-Oxman)

49.4 38.4, 60.4

Z (test WMD + differs from 0)= 8.8 p<0.0001

Non-combinability:

-Cohran Q = 4.41 (df=2) p=0.11
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Table 4 - Cycles with and without LH supplementation: number of retrieved oocytes.

Trail rec FSH +rec LH rec FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd n mean±sd

Tarlatzis 

2006

55 10.1±5.4 57 9.8±7.0 0.3 -2.02,2.62

Humaidan

2004

116 9.3±5.4 115 10.0±4.7 -0.7 -2.00,0.60

Marrs 

2004

212 13.6±6.8 219 14.1±7.5 -0.5 -1.85,0.85

Lisi

2002

122 7.0±0.32 331 6.97±0.20 0.03 -0.02,0.08

Total 505 722

Pooled effect size 

Fixed effects (Mulrow-Oxman)

0.03 -0.03, 0.09

Z (test WMD + differs from 0)=0.89 p=0.37

Non-combinability:

-Cohran Q= 1.84 (df=3) p=0.61

Table 5 – Cycles with and without LH supplementation: number of mature oocytes (MII)

Trail rec FSH +rec LH rec FSH WMD 95%CI fi xed

n mean±sd n mean±sd

Tarlatzis 

2006

47 6.9±4.9 52 6.2±4.8 0.7 -1.21, 2.61

Humaidan

2004

116 8.3±4.9 115 9.1±4.5 -0.8 -2.01, 0.41

Marrs 

2004

212 10.3±5.9 219 10.4±6.3 -0.1 -1.25, 1.05

Lisi

2002

122 5.71±2.96 331 5,52±3.04 0.19 -0.44, 0.82

Total 497 717

Pooled effect size 

Fixed effects (Mulrow-Oxman)

0.016 -0.46, 0.50

Z (test WMD + differs from 0)= 0.64 p:0.95

Non-combinability:

-Cohran Q= 2.57 (df=3) p=0.46

Table 6 - Cycles with and without LH supplementation: clinical pregnancy rate per oocyte retrieval 

Trail rec FSH +rec LH rec FSH %Weights Odds ratio 95%CI fi xed

Tarlatziz 

2006

9/55 14/57 10.4 0.60 0.21, 1.68

Humaidan 

2004

42/116 35/115 20.3 1.3 0.72, 2.33

Marrs 

2004

90/204 91/202 46.4 0.96 0.64, 1.45

Lisi

2004

30/122 62/331 58.9 1.41 0.83, 2.38

Total 171/497 202/705

Pooled odds ratio 

Fixed effects 

(Mantel-Haenszel, Robins-Breslow-Greenland)

1.1 0.85, 1.42

Chi2 (test odds ratio differs from 1) = 0.41 p = 0.52

Non-combinability of studies

-Breslow-Day= 3.42 (df= 3) p= 0.33

-Cochran Q= 3.39 (df= 3) p= 0.34
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Table 7 - Cycles and without LH supplementation: implantation rate 

Trail rec FSH +rec LH rec FSH %Weights Odds ratio 95%CI fi xed

Humaidan 

2004

56/176 53/187 49.9 1.2 0.73, 1.9

Lisi 

2002

41/288 74/753 50.1 1.52 0.98, 2.3

Total 97/464 127/940

Pooled odds ratio 

Fixed effects 

(Mantel-Haenszel, Robins-Breslow-Greenland)

1.35 0.99, 1.83

Chi2 (test odds ratio differs from 1) = 3.54 p = 0.06

Non-combinability of studies

-Breslow-Day= 0.68  (df= 1) p= 0.41

-Cochran Q= 0.68  (df= 1) p= 0.41

Table 8 - Cycles with and without LH supplementation: miscarriage rate

Trail rec FSH +rec LH rec FSH %Weights Odds ratio 95%CI fi xed

Tarlatziz 

2006

3/9 4/14 16.1 1.25 0.13, 10.5

Humaidan 

2004

7/42 12/35 83.9 0.38 0.11, 1.26

Total 10/51 16/49

Pooled odds ratio 

Fixed effects 

(Mantel-Haenszel, Robins-Breslow-Greenland)

0.52 0.21, 1.3

Chi2 (test odds ratio differs from 1) = 1.41 p = 0.23

Non-combinability of studies

-Breslow-Day= 1.24 (df=1) p= 0.26

-Cochran Q= 1.22 (df=1) p= 0.27
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RESUMO
O desenvolvimento de técnicas de reprodução assistida 
tem permitido a mulheres que apresentam severas anoma-
lias urogenitais a evitar a falta de progênie e a utilizar seus 
próprios gametas para gerar um fi lho através do uso de 
doação temporária de útero. Neste trabalho descrevemos a 
utilização da metodologia em uma paciente com síndrome 
de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser. A indução da ovulação 
após sincronização de ciclos menstruais foi realizada a partir 
da utilização de protocolo longo com bloqueio hipofi sário. 
Após o tratamento, os folículos foram aspirados por via 
transvaginal sob monitorização ecográfi ca e os ovócitos em 
estágio metáfase II submetidos à Injeção Intracitoplasmática 
de Espermatozóide (ICSI). Após avaliação, os pré-embriões 
que apresentavam desenvolvimento embrionário compatível 
com o período da transferência embrionária foram transferidos 
para o útero da receptora sob monitorização ultra-sonográfi -
ca. A gestação culminou com o nascimento de uma criança 
saudável e fenotipicamente normal.

A associação entre técnicas de reprodução assistida e a 
utilização de doação temporária de útero constitui uma estra-
tégia efi ciente para que pacientes com alterações urogenitais 
severas alcancem a gravidez e constituam uma família.

Unitermos: síndrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser, 
ICSI, infertilidade, anomalias urogenitais

ABSTRACT
The development of assisted reproduction techniques has 
allowed women who present severe urogenital anomalies to 
avoid childlessness and to use their own gametes to generate 
a child through the use of temporary donation of uterus. In this 
work we describe the use of the methodology in a patient with 
Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser syndrome. Ovulation was 
inducted after synchronization of menstrual cycles by using 
a long protocol with hipofi sary blockade. After the treatment, 
the follicles were aspirated under ecographic monitoring and 
the methaphase II oocytes were submitted to Intracytoplasmic 
Sperm Injection (ICSI). After evaluation, the preembryos with 
compatible embryonic development were transferred to the 
uterus of the receptor under ultrasonographic monitoring. The 
gestation culminates with the birth of a healthy and phenoty-
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pically normal child. The association between techniques of 
attended reproduction and the use of temporary donation of 
uterus constitute an effi cient strategy to allow patients with 
severe urogenital alterations to reach pregnancy and cons-
titute a family.

Keywords: Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser syndrome, ICSI, 
infertility, urogenital anomalies

INTRODUÇÃO
A determinação sexual ocorre no momento da fertilização, 
entretanto a diferenciação fenotípica das gônadas somente 
é alcançada entre a 6ª e 7ª semanas de desenvolvimento 
(Sadler, 1990) e envolve uma séria de genes e estímulos 
(MacLaughlin e Donahoe, 2004). Nas mulheres, o desenvol-
vimento dos dutos mesonéfricos (Wolfi anos) origina o duto 
de Gartner, ao passo que o desenvolvimento dos dutos 
paramesonéfricos (Müllerianos) forma diversas estruturas, 
incluindo o óstio abdominal da tuba uterina, o útero, a cervix 
e as porções superiores da vagina. 
Anormalidade Müllerianas, incluindo útero bicorno e didelfo, 
atresia de cervix e agenesia vaginal apresentam uma preva-
lência de 2-3% (Sanfi llippo et al., 1986). Se anomalias uterinas 
de menor porte forem incluídas, a ocorrência passa a faixa 
entre 7 e 10% das mulheres (Acien et al., 2004). Entretanto, 
se apenas a ausência congênita da vagina é considerada, a 
freqüência de ocorrência estimada é de cerca de 1 para 5.000 
nascimentos do sexo feminino (Caparo et al., 1987).
A Síndrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) é 
uma anomalia congênita incomum que afeta 1 para 4.000 a  
10.000 meninas (Capraro e Gallego, 1976; Rock e Azziz, 1987). 
A doença é a segunda maior causa de amenorréia primária, 
sendo responsável por cerca de 10% dos casos registrados, 
e é caracterizada pela atresia vaginal ou ausência dos 2/3 
superiores da vagina, associada a um útero rudimentar ou 
agenesia uterina e genitália externa normal. As pacientes com 
síndrome podem, ainda, apresentar malformações renais ou 
esqueléticas (Willemsem, 1982). Como ovários são originados 
de forma independente do mesonefro, as trompas e os ovários 
estão presentes, a ovulação ocorre normalmente e as caracte-
rísticas sexuais são normais (Ludwig, 1998; Lin et al., 2004), o 
que representa que as mulheres com esta síndrome possuem 
um potencial reprodutivo normal (Esfandiari et al., 2004). Além 
disso, concentrações cíclicas de gonadotrofi na hipofi sária e 
funções endócrinas normais estão documentadas em pacien-
tes portadoras desta síndrome (Coyotupa et al., 1973). 
No passado, o interesse primário nas pacientes de MRKH es-
tava concentrado na reconstrução cirúrgica da vagina (Cooper 
et al., 1996). Diversas técnicas para criação de uma neovagina 
encontram-se disponíveis e as mais recentes metodologias 
combinam o uso de derma artifi cial com aplicação local de 
fator de crescimento de fi broblastos recombinantes (Noguchi 
et al., 2004). Entretanto, o desenvolvimento das técnicas de 
reprodução assistida (TRA) alcançado nas últimas décadas 
vem capacitando mulheres com anomalias Müllerianas seve-
ras a utilizar seus próprios óvulos para gerar uma progênie 
biológica, com herança genética. A associação de TRA ao uso 
de doação temporária de útero é uma estratégia viável para 
estas pacientes e que vem sendo utilizada com sucesso nos 
últimos anos (Beski et al., 2000; Esfandiari et al., 2004).
Assim como em outras anomalias do trato genital feminino, 
a etiologia da síndrome Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser é 
complexa, e envolve tanto fatores genéticos como fatores 
ambientais. A maioria dos casos é esporádica e a análise 
citogenéticas tem revelado constituições cariotípicas normais 

(Simpson, 1999). Entretanto, algumas pacientes apresentam 
anomalias cromossômicas estruturais (Van Lingem et al., 
1997) ou agregação familiar, o que sugere a presença de 
um componente genético principal no desencadeamento da 
doença. Em um estudo retrospectivo conduzido nos EUA foi 
observado que a ausência de vagina e de útero não é trans-
mitida com um caráter dominante (Petrozza et al., 1997).
O componente genético da síndrome vem sendo estudado 
e mutações nos genes AMHR-II e GALT foram associadas 
à doença, entretanto, o polimorfi smo p.N314D do produto 
codifi cado pelo gene GALT não esta associado a ausência 
congênita de útero e vagina (Klipsein et al., 2003), assim como 
outros polimorfi smos nos genes AMR e AMRH-II (Zenteno et 
al., 2004; Oppelt et al., 2005) e HOXA7 a HOXA13 e PBX1 
(Burel et al 2006). Recentemente, uma mutação em um resí-
duo altamente conservado do produto codifi cado pelo gene 
WNT4, uma glicoproteína rica em cisteína que age como sina-
lizador extracelular, foi associada à síndrome (Biason-Lauber 
et al., 2004). Em um estudo realizado na Grécia com seis casos 
consecutivos de MRKH, a presença do gene que codifi ca a 
proteína específi ca do testículo 1Y (TSPY) foi observada em 
duas pacientes, sugerindo que a síndrome possa estar as-
sociada a outros elementos genéticos (Plevraki et al., 2004). 
Entretanto, a participação de seqüências codifi cadoras do 
cromossomo Y na etiologia da síndrome Mayer-Rokitansky-
Kuster-Hauser ainda é bastante controversa. 
Aqui apresentamos um caso clássico de síndrome de Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser no qual a estratégia de tratamento 
associado de ICSI com útero doado temporariamente foi 
utilizada com pleno sucesso. Não houve intercorrências ao 
longo da gestação, que culminou com o nascimento de uma 
criança saudável fenotipicamente normal.

RELATO DO CASO
Paciente com 32 anos, portadora da síndrome de Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser, apresentando agenesia uterina e 
terços superiores vaginais reconstruídos por cirurgia plástica 
utilizando enxertos de pele extraídos dos grandes lábios 
vulvares. A avaliação hormonal e citogenética apresentou 
padrões de normalidade, com cariótipo 46,XX. A realização 
de ultra-sonografi a revelou ausência de imagem uterina na 
projeção da cúpula vaginal, compatível com o diagnóstico 
prévio, com projeção vaginal centrada e de pequena extensão, 
bem defi nida à observação com a introdução do transdutor 
endocavitário promovendo sua distensão. Em topografi as 
anexais, ovários aparentemente normais com diâmetros de 
2,3cm e 2,5cm, para os ovários direito e esquerdo, respecti-
vamente, foram observados, assim como ausência de líquido 
livre e anormalidades urológicas.
A avaliação masculina, com realização de espermograma, re-
velou uma concentração de 27 milhões de espermatozóides/
mL, com motilidade de 37% (categoria B) e morfologia de 6%, 
de acordo com critério de Kruger. Para doação temporária de 
útero (receptora) utilizou-se parente de 1º grau (irmã), 38 anos, 
também portadora de anomalia genital, útero unicorno, cuja 
histeroscopia evidenciou cavidade uterina cilíndrica e apenas 
um óstio tubário visível. A receptora possuía gestação anterior 
com parto normal sem intercorrências. A técnica indicada para 
o caso foi Injeção Intracitoplasmática de espermatozóides 
(ICSI) com doação temporária do útero.

Estimulação Ovariana e Transferência 
Embrionária
A paciente realizou ultra-sonografi a transvaginal seriada da 
ovulação visando à datação do ciclo. Quinze dias após a 
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ovulação, iniciou pílula anticoncepcional oral para facilitar 
sincronização dos ciclos menstruais. Foi utilizado protocolo 
longo para indução da ovulação para Fertilização In Vitro (FIV). 
O bloqueio hipofi sário foi realizado com uso de Acetato de Na-
farelina (Synarel®). No estímulo ovariano foi administrado 300 
UI de HMG (Gonadotrofi na Menopáusica Humana, Merional® 
por dia, durante quatro dias. Seguiu-se a administração de 
300UI díária de FSHr Hormônio Folicular Estimulante recom-
binante, Gonal® por 6 dias, com controle ultra-sonográfi co 
e dosagens de estradiol sérico diários. Após este período 
foi realizada aplicação de 10.000UI de HCG gonadotrofi na 
coriônica humana, Profasi 10.000 UI®.
A aspiração folicular ocorreu 37 horas após a aplicação 
da gonadotrofi na coriônica humana, sob analgesia por via 
transvaginal sob monitorização ecográfi ca. Foram obtidos 
treze óvulos, dos quais oito encontravam-se em Metáfase 
II (MII) e foram submetidos à Injeção Intracitoplasmática de 
espermatozóides (ICSI Palermo et al., 1992). A fertilização 
foi obtida em seis ovócitos e, após a avaliação embrionária, 
foram selecionados 3 pré-embriões com desenvolvimento 
compatível com o período da transferência embrionária (es-
tágio D3). Os pré-embriões foram transferidos para o útero 
da receptora com utilização de cateter de Sidney® , sob 
monitorização ultra-sonográfi ca.
A receptora fez uso de Acetato de Leuprolida (Lupron Depot 
3,75 UI®) no 24º dia do ciclo e iniciou 4mg/dia de Valerato 
de Estradiol quatro dias antes do estímulo da doadora ser 
iniciado.
Após 16 dias da transferência foi realizado um teste de dosa-
gem de β-HCG no sangue, apresentando resultado positivo. 
Cerca de seis semanas após a transferência foi realizada 
ultra-sonografi a pélvica, com visualização de saco gestacio-
nal duplo, com batimentos cardio-fetais em apenas um dos 
embriões. O segundo saco gestacional, adjacente à parede 
posterior do saco evolutivo, não apresentou vitalidade sendo 
observada posterior regressão.
A gestação do feto único evoluiu normalmente, sem intercor-
rências, e a avaliação de translucência nucal e morfológica 
não revelaram alterações. A gestação foi conduzida a termo, 
as 39ª semanas, culminando com o nascimento de uma 
criança fenotipicamente normal.

DISCUSSÃO
Até o desenvolvimento das Técnicas de Reprodução in vitro, 
mulheres que apresentassem anomalias congênitas do trato 
reprodutivo não eram capazes de gerar uma prole biológica. 
Com o progresso das técnicas de fecundação in vitro e trans-
ferência de embriões, estas pacientes têm sido benefi ciadas. 
A síndrome de agenesia Mülleriana inclui vagina ausente ou 
hipoplásica. O útero pode ser normal, mas freqüentemente 
observa-se agenesia uterina ou uma estrutura rudimentar. 
Apesar da criação de uma neovagina facilitar o intercurso 
sexual, a infertilidade é regra, exceto nos raros casos com 
útero normal.
No caso da MRKH, o funcionamento ovário é normal e as 
paciente são candidatas potenciais para a fecundação in vitro 
associada ao uso de doação temporária de útero (Esfandiari 
et al., 2004). Estas pacientes devem ser informadas que são 
capazes de gerar famílias utilizando seu próprios gametas 
(Beski et al., 2000) e o aconselhamento genético deve ser ofe-
recido, já que uma base genética foi recentemente proposta 
para a doença (Biason-Lauber et al., 2004). Isto representa que 
a paciente deve decidir se deseja gerar uma prole biológica 
com herança genética enquanto ainda se encontra em idade 
reprodutiva (Beski et al., 2000).

MRKH é considerada uma anomalia congênita rara, entretan-
to, um número crescente de pacientes com esta doença está 
recorrendo às técnicas de reprodução assistida, permitindo 
que certas conclusões sobre esta população estejam dis-
poníveis. Comparações entre pacientes utilizando doadoras 
de útero para diferentes indicações fornecem dados sobre a 
função ovariana de pacientes com agenesia vaginal e aquelas 
pacientes com ausência cirúrgica do útero. Trabalhos que 
avaliam os principais parâmetros associados ao sucesso 
nos processos de reprodução assistida revelam que não 
há diferenças signifi cativas na resposta entre as portadoras 
MRKH e as pacientes com ausência uterina por diversas 
causas, incluindo ausência cirúrgica e anormalidade uterina 
por exposição a dietilestilbestrol (DES) (Corson et al., 1998; 
Wood et al 1999). A partir destes estudos fi ca claro que um 
dos fatores que infl uencia mais diretamente o sucesso do pro-
cedimento é a idade da mãe biológica (genética), em função 
da importância da qualidade ovocitária. Mulheres com menos 
de 39 anos apresentam maior probabilidade de sucesso do 
que as mulheres acima desta faixa etária (Serafi ni et al., 1994). 
Desta forma, a associação de FIV com a doação temporária de 
útero para tratamento de pacientes com a síndrome de Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser constitui uma solução concreta e 
efetiva para se alcançar a gestação almejada.
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JANEIRO

33rd Annual Conference
International Embryo Transfer 
Society
January 7-9
Kyoto, Japan

The Management of 
the Infertile Couple and 
Assisted Conception’
Joint RCOG/BFS Meeting
January 8-12
London, UK

ESHRE Campus 2007
Follicle culture, in vitro maturation 
and cryopreservation - from basic 
research to clinical application
January 12-14
Luebeck, Germany

8th Winter Obstetrics & 
Gynecology Congress
January 17-21
Uludag-Bursa
Turkey

FEVEREIRO

4th Annual International 
Egg Donation Conference
February 4-5
Philadelphia, PA
USA

MENOPUR® - Menotropina altamente purificada - (75 UI de FSH + 75 UI de LH) - USO ADULTO - FORMA FARMACÊUTICA: Caixas com 1 ou 5 ampolas de diluente de 1 ml e 1 ou 5 frasco-ampolas com 75 UI de menotropina altamente purificada (FSH + 75 UI de LH) para injeção SC 
ou IM após preparo de solução. INDICAÇÃO: Esterilidade em mulheres com insuficiência hipo ou normogonadotróficas, para estimulação do crescimento folicular. Esterilidade em homens com hipogonadismo hipogonadotrófico, em combinação com hCG (gonadotrofina coriônica humana) 
para estimular a espermatogênese. CONTRA-INDICAÇÕES: Não deve ser utilizado em caso de hipersensibilidade às gonadotrofinas ou à lactose, e nos seguintes quadros: Em mulheres: Gravidez, mal formação de órgãos sexuais incompatíveis com uma gravidez; aumento dos ovários 
ou cistos que não tenham sido causados por síndrome de ovários policístico; sangramento ginecológico com causa desconhecida; tumores do útero, ovários e mama. Em homens: Câncer de próstata ou testículos. As seguintes condições devem ser tratadas apropriadamente antes do 
início de aplicação de MENOPUR®: disfunções da glândula tireóide e do córtex da glândula supra-renal; aumento do nível sérico da prolactina com diferentes causas (hiperprolactinemia); tumores na glândula pituitária ou no diencéfalo (hipotálamo). POSOLOGIA: Na mulher: A dosagem 
de MENOPUR® para a indução do crescimento folicular em mulheres normo ou hipogonadotróficas depende da reação ovariana, e deve ser verificada através de exames ultra-sonográficos dos ovários e mensuração dos níveis de estradiol. Caso a dosagem de MENOPUR® for muito alta, 
podem ocorrer crescimentos foliculares uni e bilaterais múltiplos. Em geral, a terapia é iniciada com uma dosagem diária correspondente a 75-150 U.I. de FSH. Se os ovários não respondem, a dosagem pode ser gradativamente aumentada até surgirem evidências de aumento da secreção 
de estradiol e de crescimento folicular. O tratamento com a mesma dosagem de MENOPUR® é continuado até atingir-se um nível sérico de estradiol pré-ovulatório. Se o nível aumentar muito rapidamente, a dosagem deve ser reduzida. Para induzir a ovulação, 5.000 ou 10.000 U.I. de hCG 
(Gonadotrofina Coriônica Humana) são injetados intramuscularmente, 1 a 2 dias após a última administração de MENOPUR®. Observação: Após a administração de uma dose muito alta de MENOPUR®, a administração subseqüente de hCG pode causar uma hiperestimulação involuntária 
dos ovários. No homem: Inicialmente, 1.000 - 3.000 U.I. de hCG (Gonadotrofina Coriônica Humana) são administrados 3 vezes por semana. Até atingir-se um nível sérico de testosterona normal. Então, 75-150 U.I. de MENOPUR® são administrados 3 vezes por semana, por alguns meses. 
PRECAUÇÕES E ADVERTÊNCIAS: O hCG (Gonadotrofina Coriônica Humana) não deve ser administrado para induzir a ovulação em mulheres cujos ovários foram involuntariamente hiperestimulados. INTERAÇÕES MEDICAMENTOSAS: A interação com outros medicamentos é desconhecida. 
REAÇÕES ADVERSAS: As seguintes reações podem ocorrer com a aplicação de gonadotrofinas recombinantes ou menotropinas em casos de síndorme de hiperestimulação ovariana grave: ascite, hidrotórax, oligúria, hipotensão e fenômenos tromboembólicos. Ocasionalmente, o tratamento 
é acompanhado por náusea e vômito. Em casos isolados, reações de hipersensibilidade e febre podem ocorrer. EFEITOS COLATERAIS: Os tratamentos com gonadotrofinas recombinantes ou menotropinas podem levar a uma hiperestimulação ovarina. Isto, contudo, torna-se geralmente 
clinicamente relevante apenas após a administração de hCG  (Gonadotrofina Coriônica Humana) para induzir a ovulação. Levando à formação de grandes cistos ovarianos, que tendem a romper-se podendo também causar sangramento intra-abdominal. O tratamento deve ser imediata-
mente descontinuado quando os primeiros sinais de hiperestimulação forem detectados ultrasonograficamente e através de dores e distensão palpável no baixo abdômen. Com a gravidez, estes efeitos colaterais podem intensificar-se e continuar por um longo período de tempo, podendo 
tornar-se um risco de vida. A gravidez múltipla involuntária ocorre com maior freqüência durante os tratamentos de reprodução assistida. CONDUTA NA SUPERDOSAGEM: a) Nenhuma terapia é necessária quando uma hiperestimulação leve está presente (Nível I), acompanhada por um 
ligeiro aumento dos ovários (tamanho dos ovários 5 - 7 cm), secreção de esteróides excessiva, e dor abdominal. Contudo, a paciente deve ser informada, e cuidadosamente observada; b) A supervisão clínica e o tratamento sintomático, e talvez uma reposição de volume intravenoso em 
caso de alta concentração de hemoglobina, são necessários caso haja a ocorrência de hiperestimulação moderada (Nível II) com presença de cistos ovarianos (tamanho do ovário 8 -10 cm), acompanhada de sintomas abdominais, náusea e vômito; c) A hospitalização é imperativa quando 
ocorre a hiperestimulação séria (Nível III) com presença de grandes cistos ovarianos (tamanho do ovário maior que 10 cm), acompanhada de ascite, hidrotórax, abdômen distendido, dor abdominal, dispinéia, retenção de sais, aumento da concentração de hemoglobina e da viscosidade 
do sangue, agregação plaquetária com risco de tromboembolismos. CUIDADOS DE ARMAGENAGEM: Manter o medicamento até 25ºC. VENDA SOB PRESCRIÇÃO MÉDICA - Laboratórios Ferring Ltda - SAC 0800 772 4656

ISAR 2007 - 12TH National 
Congress on Assisted
Reproduction Technology and 
Advances in Infertility
Management
February 8-11
Chandigarh, India

International Fertility 
Treatment Conference for 
individuals,
couples and patients
February 10-11
Geneva, Switzerland

JUNHO

5th Annual Meeting
International Society for Stem Cell 
Research
June 17-20
Cairns, Queensland
Australia

JULHO

23rd Annual Meeting of the 
ESHRE
July 1-4
Lyon, France

British International 
Congress of Obstetrics and 
Gynaecology
July 4-6
ExCeL, London

AGOSTO

XXII Congresso Brasileiro 
de Reprodução Humana 
- SBRA
23 a 25 de Agosto de 2007
Centro de Convenções de 
Brasília

SETEMBRO

5th World Congress on 
Ovulation Induction
September 13-15
Rome, Italy

OUTUBRO

17th World Congress on 
Ultrasound in Obstetrics 
and Gynecology
October 7-11
Florence, Italy

63rd Annual Meeting of 
the ASRM
October 13-17
Washington, DC
USA
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