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Abstract

Objectives: 7he aim of this study was to evaluate whether
the prolonged effect of GnRH-a on the luteal phase, in Assisted
Reproduction cycles, might influence the pregnancy rates.
Study design: 7/is is a retrospective study of 367 patients
who had been submitted to ovulation induction for IVFACS/
procedures between January 1998 and December 2000, and
used Depot GnRHa for pituitary suppression. Fatients were
Stratified according to the period of action of the agonists in the
luteal phase: first group < 6 days,; second group. 7 to 12 days
(inclusive) and third group: > 12 days. The following variables
were analyzed: ovarian response, age, infertility causes and
pregnancy rates.

Results: /n the first group (n = 53), the mean age was 33,8
(23-44) and the pregnancy rate was 45,2%. In the second
one (n = 118) the mean age was 33,5 (24-44) and the
pregnancy rate was 38,9%. At last, in the third one (n =
196), the mean age was 33,8 (23-43) and the pregnancy
rate was 4/,4%.

Conclusion: No significant association of prolonged effect of
depot GnRH-a and pregnancy rates were found (p > 0,05).
Discussion. Despite this conclusion, our findings suggest an
increase in the pregnancy rates when GnRH-a effect lasts more
than 12 days, which could represent an improvement in assisted
reproduction procedures.

Introducao

O uso dos andlogos dos hormdnios liberadores das
gonadotrofinas (GnRHa) representou um importante marco
para as técnicas de reproducio assistida, pois ao inibir o pico
do hormonio luteinizante (LH), diminuiu as puncdes de ur-
géncia devido a rotura folicular precoce. No fim dos anos oi-
tenta, a maioria dos centros ja os empregava associados com
menotrofinas ((MG) nos protocolos de estimulagdo ovariana
(Rutherford et a/, 1988; Meldrum et al., 1989; Lejeune et a/,
1990). Os protocolos mais utilizados sdo o curto ou longo. No
curto, inicia-se o uso do GnRHa no inicio do ciclo menstrual,
para se estimular o efeito de flare up (descarga inicial de
gonadotrofinas enddgenas) que ird potencializar o efeito das
gonadotrofinas administradas por via exdgena (FSH recombi-
nante, hMG). Com isso, acredita-se obter uma superovulacdo
mais potente e com menor dose de gonadotrofinas. Para esse
protocolo, os andlogos sao utilizados diariamente, e seu uso €
interrompido no dia da administragdo do hormdnio da
gonadotrofina coriénica (hCG) para inducdo da maturagdo
oocitaria.

No protocolo longo, o uso dos andlogos pode ser iniciado tanto
na fase folicular precoce (= 2¢ dia do ciclo) quanto na fase Iitea
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tardia (= 212 dia o ciclo). Nesse protocolo, é fundamental que
ocorra a dessensibilizacdo hipofisiaria antes de se iniciar a indugdo
da foliculogénese. As vias de administracdo podem ser tanto
intranasal e subcutanea didria quanto através de preparagdes
de liberacdo lenta ou de depdsito (Leyendecker et a/1983;
Fleming et a/, 1988; Dodson et a/,1987; Geber et al, 2002).
InUmeras vantagens estdo associadas ao uso de GnRHa nos
protocolos de reproducdo assistida. A principal delas é a su-
pressdo do pico de LH, tanto a sua fragdo imunoldgica quanto
a biologicamente ativa (Meldrum et a/, 1984; Mortola et a/,
1989), prevenindo, assim, a rotura folicular antes do momen-
to da aspiracdo e os efeitos indesejaveis de uma luteinizacdo
excessiva sobre a qualidade do ovdcito (Stanger et a/ 1985;
Dodson et a/ 1987). Uma vantagem adicional de seu uso
combinado com gonadotrofinas exdgenas seria um maior nu-
mero de foliculos recrutados, que de acordo com alguns au-
tores pode ser obtido usando-se protocolos longos (Tan et a/,
1992; Filicori et a/, 1996). Uma possivel explicacdo para esse
efeito é a redugdo da producdo de andrdgenos pelo ovario
salvando um ndmero maior de foliculos da atresia. E descrito
também um aumento no nimero e na viabilidade de em-
brides (Chetkowski et a/, 1991; Tummon et a/, 1992), e tam-
bém nas taxas de gravidez (Chetkowski et a/, 1989; Abdalla et
al, 1990; Polson et a/ 1991; Hughes et a/ 1992). Nao esta
descrito um aumento no risco de anormalidades cromossémicas
(Tejada et al, 1991) e a taxa de aborto € aparentemente menor
(Abdalla et a/ 1990) ou igual (Homburg et a/ 1990) ao obser-
vado em ciclos sem uso dos andlogos.

Um dos pontos que ainda continua pouco estudado é o efeito
dos andlogos durante a fase IGtea. Smitz et a/. (1988) demons-
traram que pacientes submetidas a tratamento com fertiliza-
cdo in vitro (FIV), com GnRHa e HMG, e sem suporte de fase
IUtea, apresentavam fase IUtea inadequada. Os mesmos auto-
res (Smitz et al, 1992) posteriormente demonstraram que o
efeito do GnRHa persiste até a fase IUtea, conforme demons-
trado pela avaliacio dos niveis séricos de LH e FSH. A partir
de ambos estudos, pdde-se demonstrar a necessidade de se
suplementar a fase IUtea com progesterona ou gonadotrofina
coriénica humana (hCG). O que ainda persiste sem resposta
é se esse efeito dos andlogos do GnRH sobre a fase IUtea teria
alguma interferéncia sobre os resultados de gestacio.

O intervalo de tempo decorrido entre o inicio da dessensi-
bilizagdo hipofisaria e a indugdo da maturacdo oocitéria pelo
hCG, varia de acordo com cada paciente. No caso do uso de
andlogos do GnRH de depésito (acdo prolongada) o tempo
em que 0 mesmo permanece ativo na fase IGtea também
sera variavel. Conseqlentemente, esta diferenca no tempo
de acdo, na fase IUtea, poderia ser um fator a interferir nas

taxas de gestagdo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar se
o efeito prolongado da acdo dos andlogos do GnRH de depé-
sito, na fase IUtea, em ciclos de reproducdo assistida, apresen-
taria interferéncia sobre as taxas de gestacdo.

Materiais e Métodos

Foram analisados retrospectivamente 367 ciclos de reprodu-
¢do assistida para tratamento de infertilidade conjugal realiza-
dos na Clinica ORIGEN (Belo Horizonte — MG), no periodo
de janeiro de 1998 a dezembro de 2000. Foram incluidos no
estudo somente os casos em que foram utilizados andlogos de
depdsito (Goserelin 3,6 mg — Zoladex — Zeneca — Brasil),
para supressao da funcdo hipofisaria pelo protocolo longo.
Todas as pacientes foram submetidas a propedéutica comple-
ta para infertilidade e, apenas aquelas que apresentaram niveis
séricos do horménio foliculo-estimulante (FSH) <15 mUI/ml,
no terceiro dia do ciclo menstrual, foram incluidas no estudo.
Para os casais que apresentaram contagem de espermatozdi-
des < 2,5 x 10° no dia da inseminacio, foi realizada a injegdo
intracitoplasmaética de espermatozdides (ICSI).

Inducao da Ovulacao

O tratamento era iniciado com a administragdo subcutanea de
3,6 mg de andlogo do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRHa — Goserelin — Zoladex — Zeneca — Brasil) para supres-
sdo da funcao hipofisaria (protocolo longo), tanto no 22 quanto
no 212 dia do ciclo menstrual (Geber et al,, 2002). O blogueio
da fungdo hipofiséria era confirmado quando a paciente apre-
sentava niveis séricos de estradiol (E,) < 30 pg/ml e espessura
endometrial < 3 mm a ultra-sonografia endovaginal. Todas as
pacientes realizavam ambos exames a partir de 10 dias apds a
aplicagdo do GnRHa. Uma vez confirmada a supressao hipofisaria,
as pacientes eram consideradas aptas para iniciar a indugdo da
foliculogénese. Se elas ainda ndo estivessem prontas, a dosa-
gem do E, sérico e o ultra-som eram repetidos a cada 2 dias
até que a supressio fosse alcancada.

A inducdo da superovulagdo era feita com doses didrias de
gonadotrofinas humanas (hMG — Pergonal — Serono — Brasil)
durante 4 dias, seguido por FSH recombinate (fFSH — Puregon —
Organon — Brasil). A dose inicial de hMG era definida de acor-
do com a idade da paciente e ajustada de acordo com a res-
posta ovariana, monitorizado através de ultra-sonografia
endovaginal (Tosbee — Toshiba — Japao) e dosagem do E, sérico.
Para todas as pacientes foram utilizados os mesmos critérios.
A indugdo da maturacio oocitaria era provocada utilizando-se
o 10.000 Ul de hCG (Profasi — Serono — Brasil) quando no
minimo dois foliculos atingiam pelo menos 17mm de didmetro
com niveis concordantes de E,.
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Fertilizacao in vitro, ICSI e
Transferéncia de Embrioes

A captagdo oocitaria era realizada aproximadamente 34 horas
apds a administracdo do hCG, por aspiragdo guiada por ultra-
som vaginal. Os odcitos eram inseminados aproximadamente
5 horas depois (Dia 0), tanto pela técnica classica de FIV com
aproximadamente 30.000 espermatozdides mdveis/odcito,
quanto por ICSI. O preparo do sémen era feito pela técnica
de Swim up. A micromanipulagdo era realizada sobre uma pla-
ca aquecedora colocada em um microscdpio invertido com
aumento de 400 vezes (Nikon Diaphot — Japdo), adaptado
com um par de micromanipuladores hidraulicos e controle
elétrico (Narishige — Japao). Um Unico espermatozdide era
aspirado pela pipeta de injecdo, a partir de uma gota de meio
de cultura tamponado (HEPES-buffered Earle’s balanced salt
solution — Sigma — USA), contendo 10% de polyvinylpirolidone
(PVP — Irvine — USA). Os odcitos eram mantidos em uma
pipeta de sustentagdo, enquanto a pipeta de injecdo era
empurrada através da zona pellicida para dentro do citoplasma,
e um Unico espermatozdide era entio injetado.

No dia seguinte, 17 — 19 horas ap&s a inseminacao (Dia 1), os
odcitos eram checados para se confirmar a fertilizagcdo, atra-
vés da presenca de dois pré-nlcleos. Os embrides foram
cultivados em gotas de 20 ml de solugdo balanceada de Earle
(EBSS — Sigma) acrescida de 10% de soro sintético a 37°C em
placa de Petri (Falcon — BD — USA), coberto com éleo mineral
(Sigma), em mistura gasosa contendo 5% de CO, (Geber &
Sampaio, 1999). No dia 2 ou 3 apds a captacdo oocitéria, os
embrides eram examinados e, no maximo, 4 eram seleciona-
dos para a transferéncia, dependendo da idade da paciente.
No caso da transferéncia ser realizada em estagio de blastocisto,
os embrides eram transferidos para o meio S2 (Scandinavian
IVF — Sweeden) até o 5° dia, quando um méaximo de 3
blastocistos eram transferidos (Sampaio & Geber, 2001).

O suporte de fase IUtea era feito com progesterona vaginal
(Utrogestan — Franca — 600mg/dia) por 12 dias. O nivel sérico
de hCG era dosado 12 dias apds a transferéncia dos em-
brides. A confirmacido da gravidez era feita através de ultra-
sonografia endovaginal duas e quatro semanas depois. Todas
as gestacdes foram seguidas por, pelo menos, 20 semanas.

Efeito dos Analogos do GnRH na Fase Lutea

Para fins de célculo da duragdo do efeito dos anélogos do GnRH
na fase IUtea, contamos o nimero de dias desde a sua admi-
nistracdo até 2 dias depois do uso do hCG (momento que
iniciou-se o suporte de fase litea). O nimero de dias encon-
trado foi subtraido de 40, partindo-se do principio de que esta
¢ a duracdo méxima do andlogo (Perry & Brogden, 1996).

Este valor obtido correspondeu ao nimero de dias em que o
GnRHa permaneceu ativo na fase IGtea. Assim, para fins de
comparagao, as pacientes foram separadas em 3 Grupos, de
acordo com o tempo de agdo dos andlogos na fase lUtea:
Grupo 1: < 6 dias; Grupo 2: 7 a 12 dias e Grupo 3: > 12 dias.
Os dados analisados e comparados foram: idade, causa da
infertilidade, nimero de ampolas utilizadas, nimero de foliculos,
ndmero de odcitos obtidos, nimero de embrides transferidos
e taxa de gravidez.

Analise Estatistica

Para a andlise estatistica, foram utilizados o teste t de student
para as varidveis continuas e o qui quadrado para as variaveis
dicotdmicas (gravidez). Os resultados sdo apresentados por
média = desvio-padrdo. Todos os resultados foram conside-
rados significativos para uma probabilidade de significancia infe-
rior a 5% (p < 0,05), tendo, portanto, pelo menos 95% de
confianca nas conclusdes apresentadas.

Resultados

O ndmero total de pacientes analisadas foi de 367, sendo que
53 estavam no Grupo 1, 118 no Grupo 2 e 196 no Grupo 3.
A idade média das pacientes foi de: Grupo 1 — 33,8 = 4,55
anos (23-44 anos); Grupo 2 — 33,7 = 4,5 anos (24-44 anos)
e Grupo 3 — 33,7 = 4,4 anos (23-43 anos), (diferenca ndo
significante). Dentre as causas de infertilidade apresentadas
pelas pacientes, o fator masculino foi o mais prevalente em
todos os grupos, e ndo identificamos diferenca significativa en-
tre os grupos quando analisamos as diferentes causas de
infertilidade.

O ndmero médio de ampolas utilizadas para indu¢do da
foliculogénese também nao foi diferente estatisticamente
(p > 0,05), sendo de 47,8 £ 14,2 (variacdo de 24 a 86) no
Grupo 1; 44,2 = 10,4 (variagdo de 23 a 80) no Grupo 2; e
42,5 = 10,1 (variacdo de 16 a 66) no Grupo 3. O tempo de
inducdo da foliculogénese, em dias, também foi semelhante
nos trés grupos, isto é, no grupo 1 foi de 12,08 = 1,45 (varia-
cdo de 8 a 15); no grupo 2 de 11,9 = 1,34 (variagdo de 8 a
16) e no grupo 3 de 11,7 = 1,48 (variacido de 8 a 16). O
ndmero médio de foliculos observados ao ultra-som no dia da
administracdo do hCG foi de: Grupo 1: 9,3 = 5,6 (variagdo
de 1 a 31); Grupo 2: 11,1 = 6,15 (variacdo de 3 a 32) e
Grupo 3: 11,2 = 5,2 (variacdo de 2 a 20) (ndo significante).
Com relagdo ao nimero de odcitos aspirados, também nao
identificamos diferenca estatisticamente significativa. No Gru-
po 1 foram encontrados 11,1 = 6,5 (variacdo de 2 a 33)
odcitos; no Grupo 2, 12,7x7,8 (variagdo de 2 a 35) e no
Grupo 3, 13,8 * 7,4 (variagdo de 3 a 35).
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A média de embrides transferidos foi a Unica variavel que apre-
sentou diferenca significativa entre os Grupos. No Grupo 1
tivemos uma média de 3,05 == 1,3 embrides (variacdo de 1 a 4);
no Grupo 2, 3,2 = 1,3 embrides (variacdo de 1 a 4); e no
Grupo 3, 3,41 = 1,3 embrides (variacio de 1 a 4). A diferen-
ca foi significativa, entretanto, quando comparados os Grupos
1 e 3, sendo o Grupo 2 semelhante aos demais. Nao houve
diferenca entre os 3 grupos com relacdo ao dia da transferén-
cia embrionaria, isto €, a proporgao foi semelhante nos 3 gru-
pos de embrides transferidos nos dias 2, 3 ou 5.

Com relagdo a taxa de gravidez, novamente ndo observamos
diferenca significativa entre os trés Grupos. As taxas de gesta-
cdo foram de 45,2%, 38,9% e 47,4%, respectivamente, para
os Grupos 1, 2 e 3.

Discussao

Entendemos que este é o primeiro estudo que avalia clinica-
mente os efeitos dos andlogos do GnRh de acio prolongada
sobre a fase lUtea de ciclos de FIV, com suporte de progeste-
rona e suas conseqliéncias nas taxas de gestacao. Mais ainda,
comparamos se diferentes periodos de tempo de agdo, po-
deriam ter acdes diferentes nestas taxas.

A introducdo do uso dos andlogos do GnRH em ciclos de
Reproducdo Assistida trouxe diversos beneficios para o trata-
mento da infertilidade, culminando com o aumento nas taxas
de gestacdo. Seu uso, entretanto, criou uma inadequacio da
fase lUtea descrita por Smitz et a/. (1987) e Smitz et al. (1988).
Assim, diversos protocolos para se avaliar a necessidade de se
suplementar a fase IUtea, foram propostos. Ficou demonstra-
do, em todos os casos, que este suporte era benéfico para o
tratamento, quando associado a inducdo com andlogos do
GnRH e gonadotrofinas (Soliman et a/, 1994).

O motivo mais provével para explicar essa inadequacao da
fase IUtea seria a auséncia de estimulo do LH para as células
luteinizadas derivadas das células da teca, que produzem
estrogénio e progesterona. Essa auséncia seria responsavel
pela diminuicdo nas concentragdes séricas desses hormonios
observadas 8 dias apds a injecdo de hCG.

Outro fator importante seria o efeito direto dos analogos so-
bre a fun¢do do corpo IUteo sugerida por Pellicer & Miro (1990)
e Brus et al (1997). Esse efeito seria mediado por receptores
presentes nas células da granulosa e da teca (Peng et af,, 1994).
Até o0 momento, ndo existe consenso na literatura se haveria
ou ndo, algum efeito inibitdrio na esteroidogénese. Pellicer &
Miro (1990) e Brus et a/. (1997), descreveram uma diminui-
¢do na producdo dos esterdides ovarianos pelas células da
granulosa e da teca, em ensaios realizados /n vitro. Por outro
lado, em estudos também realizados /n vitro, Casper et al.

(1982) e Dodson et a/. (1988) ndo confirmaram estes achados.
A alteracdo na fase IUtea apds o uso dos andlogos, por sua
vez, pode interferir negativamente e de forma crucial no pre-
paro endometrial para a implantagdo embrionaria. Assim, al-
teracdes nas secrecdes de estrogénio e progesterona produ-
zem um desequilibrio, atrasando a maturacdo endometrial.
Esse atraso, entretanto, ndo foi observado em pacientes que
utilizaram suplementacio de fase IGtea (Bourgain et a/, 1994).
De forma semelhante ao observado nos ovarios, o efeito dos
andlogos do GnRH pode ser responsavel por acdes diretas
nas células endometriais, uma vez que a expressio do RNA
mensageiro do GnRH foi encontrada no tecido endometrial,
principalmente na fase litea (Dong et a/, 1998; Raga et al,
1998).

O uso dos andlogos do GnRH também nao interfere na qua-
lidade dos embrides (Benshushan, 1993) ou na evolugdo de
gestacdes mesmo se usado em suas primeiras semanas de
evolucido (Wilshire, 1993; Taskin, 1999). Também foi demons-
trado que o desenvolvimento fisico, neuroldgico e mental de
criancas nascidas apds métodos de fertilizacdo in vitro usando
andlogos de GnRH nao difere do de criangas nascidas de ges-
tacdes espontaneas (Ron-El, 1994).

Nosso estudo demonstrou que o tempo de exposicdo aos
analogos do GnRH nao interfere com os resultados clinicos de
gravidez em ciclos de Reproducdo Assistida, com
suplementagdo de fase Iitea com progesterona. Estes acha-
dos, inéditos na literatura, sugerem uma auséncia de efeitos
negativos diretos, desta medicacdo, sobre implantacio.
Além disso, observamos uma tendéncia a um aumento nas
taxas de gestacdo quando o efeito dos andlogos do GnRH se
mantinha por mais de 12 dias durante a fase IUtea, suplemen-
tada com progesterona. Este achado sugere um possivel be-
neficio do efeito prolongado dos andlogos em ciclos de Repro-
ducdo Assistida. Este aumento, entretanto, ndo foi significati-
vo, sendo necessarios estudos com maior nimero de pacien-
tes para se comprovar esses resultados.

Resumo

Introducao: O uso dos andlogos do GnRH em ciclos de re-
producdo assistida foi um importante marco para facilitar a
técnica e melhorar os resultados. Diversos tipos de analogos
tém sido utilizados, desde os de aplicacdo didria até os de
efeito prolongado. Neste caso, a possibilidade de haver uma
acdo sobre a fase IUtea pode ser aventada.

Objetivos: Avaliar se o efeito prolongado dos andlogos do
GnRH de depdsito, utilizados em ciclos de reprodugdo assisti-
da, apresenta algum efeito sobre as taxas de gestagdo pela
sua acdo durante a fase IUtea.
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Material e Métodos: Foram analisadas retrospectivamente
367 pacientes submetidas a ciclos de reprodugdo assistida para
tratamento de infertilidade, no periodo de janeiro de 1998 a
dezembro de 2000, e que estavam em uso de 3,6 mg de
Goserelin (Zoladex — Zeneca — Brasil) para supressdo da fun-
¢do hipofisaria. As pacientes foram separadas em 3 grupos de
acordo com o tempo de agdo dos andlogos sobre a fase IUtea:
Grupo 1, < 6 dias; Grupo 2, 7 a 12 dias e Grupo 3, > 12 dias.
Foram analisados também, a resposta ovariana, a idade, nime-
ro de embrides transferidos e taxa de gravidez de cada grupo.
Resultados: O grupo 1 apresentou 53 pacientes com idade
média de 33,8 anos (variagdo de 23-44 anos); uma média de
3,05 embrides transferidos, e uma taxa de gestacdo de 45,2%;
O grupo 2 apresentou 118 pacientes com idade média de
33,5 anos (variacdo de 24 a 44a); uma média de 3,2 em-
brides transferidos, e uma taxa de gestacdo de 38,9%; O
grupo 3 apresentou 196 pacientes com idade média de 33,8
anos (variagdo de 23 a 43a); uma média de 3,41 embrides
transferidos, e uma taxa de gestacdo de 47,4% (p=0,89)
Conclusées: Nosso estudo demonstrou uma tendéncia a se
ter um aumento nas taxas de gestacdo quando o efeito dos
anélogos do GnRH se mantém por mais de 6 dias durante a
fase lUtea. Este achado demonstra um possivel beneficio em
se utilizar os andlogos de depdsito durante tratamento com
técnicas de fertilizacdo in vitro. Esse aumento, entretanto, ndo
foi significativo, sendo necessarios estudos com maior nimero
de pacientes para se comprovar esses resutados.

Palavras-chave: andlogos do GnRH/fertilzacdoin vitrogravidez/
fase litea.
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