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“As quatro horas seguintes passaram lentamente, mas quando examinei o
odcito final, senti uma excitacdo como jamais em toda a minha vida. Uma
excitacdo inacreditdvel. Em 28 horas os cromossomos estavam apenas
comecando sua marcha em direcdo ao centro do ovo... um ovo humano, vivo,
em pleno desenvolvimento... ali, naquele iinico ovo, o ultimo do grupo,
repousa o segredo completo do programa humano... minhas esperancgas... a
possibilidade de ajudar as pessoas... foi subitamente se aproximando de uma
realizagdo concreta’.

“Foi uma visdo indescritivel: quatro lindos blastocistos humanos, esferas
redondas de células cheias de fluido, com seus dois tipos de células — uma
fina e delicada, sobre a superficie de cada esfera, destinada a se transformar
em placenta, que iria nutrir o feto durante os nove meses de gestacdo; e a
outra, um lindo disco de células fetais, o inicio do feto ao comecar sua
jornada em direcdo a vida. Leve, transparente, flutuante, expandindo-se
lentamente, mas ainda menor do que uma cabeca de alfinete: ali estavam
eles, quatro excelentes blastocistos. A intrinseca beleza disso... temos a
sensagdo de sermos altamente privilegiados... quando caminhei para o carro,
olhei para todas as estrelas, a lua, o céu noturno sobre Oldham e pensei nas
visoes igualmente surpreendentes que eu tinha acabado de ver sob meu

microscopio”...

Robert Geoffrey Edwards

Biologo britanico, pioneiro na fertilizagao in vitro
Prémio Nobel de Medicina em 2010
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RESUMO

A infertilidade afeta cada vez mais casais e as técnicas de reproducao assistida
oferecem uma possibilidade de tratamento e a chance de ter um filho. Assim, a
primeira tentativa de indug¢é@o da ovulagao é fundamental para o sucesso do ciclo
ou, até mesmo, para que tentativas futuras sejam bem sucedidas. Objetivo:
comparar os protocolos utilizando agonista ou antagonista do GnRH para
estimulacdo ovariana em pacientes normo-respondedoras submetidas ao primeiro
ciclo de FIV/ICSI. Métodos: foi realizada uma revisao da literatura sobre a historia
da inducdo da ovulacdo controlada por medicamentos. A partir dos dados
disponiveis no banco de prontuarios eletrénicos SISFERT utilizado pelo
Laboratério de Reprodugdgo Humana (LabRep—-HC-FM-UFG), um estudo
observacional retrospectivo comparativo foi conduzido com 50 pacientes
distribuidas em dois grupos de acordo com o protocolo: GnRH-agonista (acetato
de leuprolide 1 mg/dia protocolo curto) ou GnRH-antagonista (cetrorelix 0,25
mg/dia); e que receberam 150 Ul/dia de rFSH (alfa-folitropina) e 250 ug de rhCG
(alfa-coriogonadotrofina) em ambos os grupos. Resultados: foram observadas
diferencas estatisticamente significativas nos dias de estimulacao com rFSH, dose
total de gonadotrofina, dias de uso do GnRH, dose total de GnRH e o niumero de
foliculos (= 16 mm) no dia do rhCG no grupo GnRH-agonista. Nao houve
diferenga significativa nos outros parametros, no entanto, o numero de odcitos
recuperados foi ligeiramente maior no grupo GnRH-agonista, mas a taxa de
fertilizagdo foi maior no grupo GnRH-antagonista. As taxas de gravidez quimica e
clinica foram similares nos dois grupos. Conclusdes: embora nao tenha havido
diferengas significativas nos resultados analisados, o uso do protocolo flexivel
com antagonista facilita a manipulagdo pela paciente usuaria e possibilita doses
menores tanto de gonadotrofinas quanto do préprio antagonista, reduzindo o
custo do tratamento quando comparado ao protocolo com agonista do GnRH.

Palavras-chave: Horménio Liberador de Gonadotrofina, GnRH agonista, GnRH
antagonista, inducdo da ovulacgéao, infertilidade.
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ABSTRACT

Infertility affects more couples and assisted reproduction techniques offer a
possibility of treatment and the chance of having a child. Thus, the first attempt to
ovulation induction is critical to the success of the cycle or even for future attempts
is successful. Objective: To compare the protocols using GnRH agonist or
antagonist for ovarian stimulation in normo-responders undergoing the first cycle
of IVF/ICSI. Methods: we conducted a literature review on the history of ovulation
induction controlled by medications. From the data available in the database of
electronic medical records SISFERT used in the Laboratory of Human
Reproduction (LabRep-HC-FM-UFG) a comparative retrospective observational
study was conducted with 50 patients divided into two groups according to
protocol: GnRH-agonist (leuprolide acetate 1 mg/day short protocol) or GnRH-
antagonist (Cetrorelix 0.25 mg/day), which received 150 IU/day of rFSH (follitropin
alpha) and 250 ug of rhCG (alpha-coriogonadotrofina) in both groups. Results:
Statistically significant differences were observed in the days of stimulation with
rFSH, total dose of gonadotropin, days of use of GnRH, GnRH dose and total
number of follicles (= 16 mm) on the day of the group rhCG GnRH agonist. There
was no significant difference in other parameters, however, the number of oocytes
retrieved was slightly higher in the GnRH agonist, but fertilization rate was higher
in the GnRH-antagonist. Pregnancy rates and clinical chemistry were similar in
both groups. Conclusions: although no significant differences in the results
analyzed, the use of flexible antagonist protocol facilitates the handling and
enables the patient using much lower doses of gonadotropins itself as the
antagonist, reducing the cost of treatment when compared to the protocol with
GnRH agonist.

Key words: Gonadotropin-Releasing Hormone, GnRH agonist, GnRH antagonist

ovarian stimulation, infertility.
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1. INTRODUGAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define a infertilidade como uma
doencga do sistema reprodutivo caracterizada pela incapacidade de obter uma
gravidez ap6s 12 meses ou mais de relagdes sexuais regulares sem o uso de
métodos contraceptivos (ZEGERS-HOCHSCHILD et al., 2009).

Gurunath et al., (2011) relatam que 8 a 10% dos casais da populacao
mundial em idade reprodutiva apresentam dificuldades para engravidar. Boivin et
al., (2007) referem uma prevaléncia de 3,5 a 16,7% de casais inférteis nos paises
desenvolvidos e Makuch et al., (2010) mencionam 6,9 a 9,3% nos paises em
desenvolvimento. A prevaléncia mundial da infertilidade tem sido estimada em
torno de 4 a 15%, devido a falta de padronizacdo das metodologias utilizadas nas
coletas de dados (WHO, 2002).

Nos Estados Unidos o The National Women’s Health Information Center
estimou que 10 a 15% dos casais no mundo sao considerados inférteis conforme
os critérios da OMS, e 20% desses casais recorrem as Técnicas de Reproducao
Assistida (TRA) (WHO, 2002; BOIVIN et al., 2007; MAKUCH et al., 2010;
GURUNATH et al., 2011).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (MS), mais de 278 mil
casais apresentam dificuldades para gerar um filho em algum momento da vida
reprodutiva (MS, 2005). Makuch et al, (2011) em recente pesquisa sobre o
acesso da populagédo brasileira de baixa renda as TRAs constataram que ha
aproximadamente quatro milhdes de casais inférteis. Embora ndo existam

estatisticas relacionadas a prevaléncia da infertilidade no Brasil, Makuch et al.,

Introdugdo 1



(2011) consideram que a taxa internacional (15%) seria aplicavel a populagéo do
Brasil.

Acredita-se que no decorrer do século XXI a infertiidade afetara mais
casais que procurarao servicos médicos que oferecam TRAs como a Fertilizacao
in vitro (FIV) ou a Inje¢do Intracitoplasmatica de Espermatozoide (ICSI —
Intracytoplasmic Sperm Injection).

A Rede Latino-Americana de Reproducdo Assistida (REDLARA) define
técnica de reproducao assistida como:

Todos os tratamentos ou procedimentos que incluem a manipulacdo
in vitro tanto dos odcitos humanos quanto dos espermatozoides, ou
embrides, com o propdsito de se estabelecer uma gravidez. Inclui,
mas ndo estd limitado, a fertilizacdo in vitro com transferéncia de
embrides, a transferéncia intratubdria de gametas, a transferéncia
intratubdria de zigotos, a transferéncia intratubaria de embrides, a
criopreservacdo de gametas e embrides, a doacdo de odcitos e
embrides e a cessdo tempordria de utero (surrogacy). TRA ndo
inclui inseminagdo assistida (inseminacdo artificial) utilizando
espermatozoides, sejam do parceiro da mulher ou de um doador.
(REDLARA, 2010).

A FIV foi desenvolvida com finalidade terapéutica para tratar pacientes
inférteis por fator tubario, ou seja, para aquelas pacientes em que as trompas
estavam ausentes ou obstruidas de forma irreversivel. O primeiro caso de
sucesso foi em 1978 com um Unico odcito obtido por ciclo natural, que culminou
no nascimento de Louise Brown (EDWARD, 1965; STEPTOE; EDWARD, 1978).

A Inducao da Ovulagao Controlada (IOC) passou a ser utilizada na rotina a
partir da década de 80, no tratamento da infertilidade para obter mais odcitos e,
assim, mais embrides para transferéncia, reduzindo a necessidade de ciclos

sucessivos de estimulacao (FIGUEIREDO, 2005). Atualmente existem diversos

protocolos de I0OC que utilizam analogos do horménio liberador de gonadotrofina
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(GnRH — Gonadotropin-Releasing Hormone) — farmacos que atuam como
agonista ou antagonista da molécula endégena; e gonadotrofinas exdgenas, sob
controle ecografico para monitorizar a resposta ovariana (WHO, 2002).

A variedade de protocolos demonstra a busca pela alternativa mais eficaz,
e a escolha do esquema que proporcione a melhor resposta folicular de maneira
mais fisiolégica possivel é fundamental. Contudo, a definicdo do melhor protocolo
ainda é uma incognita devido ao fato de que cada paciente responde de forma
individual a estimulacdo, e essa resposta ovariana pode variar a cada ciclo
induzido, ainda que utilizando o mesmo medicamento e dosagem (AL-INANY;
ABOULGHAR, 2002; BARMAT et al., 2005; ROSSIN-AMAR, 2006).

A resposta individual depende de fatores como idade, reserva ovariana,
taxa metabdlica basal, desordens fisiol6gicas como ovarios policisticos,
endometriose, tempo de infertilidade além de caracteristicas sécio-econémicas
(FIGUEIREDO, 2005). Ha fatores que predizem a resposta ovariana e, portanto, a
probabilidade de sucesso. No entanto, nenhum fator antecipa a resposta
definitiva, mas sao utilizados na tentativa de minimizar possiveis complicacoes
como, por exemplo, a Sindrome de Hiperestimulacdo Ovariana (OHSS — Ovarian
Hyperstymuling Syndrome).

A idade é o fator mais importante na determinacédo das taxas de sucesso,
ja que a diminuicdo da fertilidade ocorre por consequéncia da deplecdo do
namero de oécitos e da qualidade reduzida dos mesmos (NIKOLAOU, 2008;
YOVICH, 2011). A deplecao folicular diminui a producdo de estradiol (E») e
inibina-B aumentando a concentracdo de horménio foliculo estimulante (FSH -

Follicle Stimulating Hormone) (SINHA, 2012).
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O nivel basal de FSH é habitualmente utilizado como marcador para
verificar a reserva ovariana, embora sua avaliagdo dependa do dia do ciclo
menstrual analisado (RODINI, 2010). O horménio anti-Mdlleriano (AMH — Anti-
Millerian Hormone) é cada vez mais utilizado para verificar a reserva ovariana
relacionada ao numero de foliculos antrais, ndo dependendo do dia do ciclo
menstrual além de auxiliar na prevencao da OHSS (FLEMING et al., 2006;
CASTRO et al., 2010).

Os efeitos secundarios sobre a resisténcia a insulina e hiperandrogenismo
podem afetar a fertilidade nos casos de obesidade, medida através do indice de
Massa Corporal (IMC kg/m? (TANG et al., 2006). Habitos pessoais como
tabagismo ou etilismo também sdo fatores de impacto negativo. A heranga
genética com variantes anormais (mutacdes) tanto dos genes que codificam os
hormbnios quanto os receptores do FSH e do horménio luteinizante (LH —
Luteinizing Hormone) podem também restringir a resposta ovariana (RODINI,
2010; FAUSER et al., 2011; SINHA, 2012).

Nem sempre o previsto acontece mesmo ap0s avaliagdo desses fatores.
Na pratica, respostas inadequadas poderao ocorrer € o resultado do primeiro ciclo
de estimulagdo ovariana é fundamental para ajustar o tratamento no ciclo
subsequente. Dessa forma, uma abordagem individualizada € imprescindivel para
um resultado bem sucedido conforme o objetivo da IOC — um Unico bebé
saudavel, nenhum risco de saude para a mae (e, posteriormente, para o feto) e o

custo minimo do tratamento (SHARMA et al., 2009).
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1.1 Laboratorio de Reproducao Humana (LabRep-HC-UFG)

O Laboratério de Reprodugcdo Humana é um servico oferecido pelo
Hospital das Clinicas, Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Goias. E o UGnico servigo universitario da
rede de saude publica de Goids que atua na area da reproducdo humana,
oferecendo tratamento para a infertilidade além de desenvolver pesquisas basicas
e clinicas na busca pela eficiéncia das Técnicas de Reproducao Assistida.

Foi inaugurado em 12 de dezembro de 1989 oferecendo técnicas de baixa
complexidade (inseminacgao intra-uterina e coito programado). Em 2002 passou a
oferecer também as técnicas de alta complexidade (FIV e ICSI) a populagao.

A equipe €& composta por médicos ginecologistas especialistas em
reproducdo humana, por enfermeiras especialistas em ginecologia/obstetricia e
técnicas de enfermagem, e biomédicas especialistas em embriologia.
Disponibiliza a residéncia em ginecologia — especialidade reprodu¢do humana e
as areas de psicologia e assisténcia social sdo oferecidas aos pacientes que
procuram o servico do LabRep.

Casais provenientes de diversas cidades brasileiras e de baixa renda com
dificuldades em arcar com o tratamento na rede particular procuram o LabRep. O
Sistema Unico de Saude (SUS) subsidia as consultas médicas e exames. A
medicacao imprescindivel para a I0C é custeada pela paciente, ja que o SUS nao
subsidia esse tipo de medicamento especial. Contudo, pode ser obtida com
desconto na rede de farmacias conveniadas com a apresentacao do receituario

do LabRep. E os casais pagam pelo valor de custo referente aos materiais
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utilizados nos procedimentos realizados. Alguns casais recorrem ao Ministério

Publico para aquisicdo da medicacao necessaria para a estimulagdo ovariana.

Figura 1. Recepgao do Laboratério de Reprodu¢dao Humana no dia 02/12/2012 — um domingo, evidenciando
a procura pelo servico. Fonte: http://labrep.hc.ufg.br/pages/41804

Dos casais atendidos no LabRep 53% sao por infertilidade primaria (casais
que nunca engravidaram) e 47% por infertilidade secundaria (casais que ja
engravidaram e apresentam dificuldades para uma nova gravidez) (APPROBATO
et al., 2011; MAIA et al., 2011). Ha uma crescente demanda de mulheres que
buscam a reanastomose tubdria para reverter a laqueadura, ja que grande parte
delas s&o jovens, estdo em um segundo casamento e desejam um filho da
relacao atual. Desse modo, esse contingente de mulheres laqueadas soma-se as

pacientes com infertilidade por fator tubario, totalizando 37% dos casos de
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infertilidade; e o fator masculino (32%) apresenta-se como a segunda causa mais
frequente (ARRUDA et al., 2012; SILVA et al., 2012).

O numero de procedimentos realizados no LabRep vem crescendo
corroborando com a literatura que relata o aumento da infertilidade devido as
mudancas de habitos ndo s6 do estilo de vida (e.g. consumo elevado de
alimentos cal6ricos, tabagismo, etilismo, etc.) como também a gravidez tardia de
mulheres que se dedicam mais a vida profissional (MAKUCH et al., 2010, 2011;
ARRUDA et al., 2012)

Devido ao alto custo das TRAs, este tipo de terapéutica para infertilidade
estaria restrita a populagdo com poder aquisitivo maior. Todavia, € justamente a
populacao de baixa renda a mais exposta as infeccées do trato reprodutivo, uma
das principais causas de infertiidade (APPROBATO et al., 2011; MAIA et al.,
2011). E esses pacientes encontram no servico publico uma oportunidade de
tratamento médico.

O conhecimento do protocolo mais eficiente que possibilite ndo s6 na
reducado dos valores desembolsados, mas também a reducédo das complicacdes
decorrentes do tratamento, e alcance o sucesso de um nascido-vivo saudavel, €

objetivo dessa e de muitas pesquisas em andamento no LabRep.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fisiologia Reprodutiva

A vida reprodutiva feminina inicia com a menarca e termina com a
menopausa. O ciclo menstrual ocorre a cada 28 dias, podendo variar entre 21 a
35 dias. Modificacdes ciclicas na producdo e concentracdo de horménios no
hipotalamo, hipofise e ovarios, culminam na liberagdo de um oécito maduro e no
desenvolvimento endometrial que aguarda a nidacdo do embrido. Quando a
fertilizacdo ndo acontece, o endométrio sofre a descamacao, iniciando assim um
novo ciclo (WHO, 2002; TERRES, 2005).

O ciclo menstrual é regulado pelo eixo hipotalamo-hipo6fise-ovario que
controla a secrecdo e 0os mecanismos de retroalimentagcdo dos hormédnios. O
hipotalamo secreta o horménio liberador de gonadotrofinas — GnRH que estimula
a hipofise a secretar o hormdnio foliculo estimulante — FSH e o hormdnio
luteinizante — LH, que por sua vez, estimulam a producdo de estrogénio e
progesterona (TERRES, 2005; MONTENEGRO, 2012).

Baixas concentracfbes de estrogénio e progesterona causam a
degeneracdo e a descamacao do endométrio dando inicio ao fluxo menstrual
caracterizando o primeiro dia do novo ciclo. A fase folicular € marcada pelo
incremento na producdo de FSH e LH pela hipéfise, estimulada pelo GnRH
liberado pelo hipotalamo. A concentragdo de FSH aumenta discretamente durante
a primeira metade da fase folicular, estimulando o recrutamento dos foliculos

(KOTECHI, 2004; RODINI, 2010).
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Durante a parte final da fase folicular o 17B-estradiol (E») estimula o
espessamento do endométrio. O FSH e o LH agem sinergicamente no foliculo nos
dias que antecedem a ovulacao e o foliculo que adquire receptores de FSH mais
rapido sera o dominante. O eixo hipotalamo-hipéfise requer niveis de 200 pg/mL
de E,, por um periodo minimo de 36 horas para descarregar um pico de LH
suficiente para desencadear a ovulagao (MONTENEGRO, 2012).

A secrecdo de LH aumenta consideravelmente dois dias antes da
ovulacdo, ocasionando um pico cerca de 16 horas antes da ovulacdo. Esse
evento garante o prosseguimento da meiose, com a extrusdo do primeiro
corpusculo polar — metafase Il, tornando o oécito apto a ser fertilizado. Atua
também sobre as taxas de secrecéo de estrogénio, que comeca a diminuir um dia
antes da ovulagéo, enquanto as taxas de progesterona, que comega a ser
secretada, aumentam. A rapida elevacado das concentracées de FSH e LH dao
inicio a fase ovulatéria (KOTECHI, 2004; FAUSER et al., 2011; PU et al., 2011).

A fase lutea, também chamada de progestativa devido a grande quantidade
de progesterona secretada, tem duragcédo de 14 + 2 dias. O aumento subito de LH
e posterior ovulagdo marca a transicao entre a presenca do estrogénio produzido
pelo foliculo para a predominancia de progesterona produzida pelo corpo Iluteo
formado pelo foliculo roto. As células do corpo luteo secretam inibina que, devido
a retroalimentacao da hipéfise, mantém baixas concentracées de FSH e LH
ocasionando a degeneracao do corpo luteo, nas semanas seguintes a ovulagéo,
quando o odcito ndo € fertilizado. Niveis baixos de estrogénio, progesterona e
inibina liberam a retroalimentacao da hipéfise retornando a secrecao de FSH e LH
iniciando um novo ciclo menstrual (POPOVIC-TODOROVIC et al, 2003;

DEVROEY et al., 2004; NIKOLAOU, 2008; MONTENEGRO, 2012).
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2.2 Hormonio Liberador de Gonadotrofinas — GnRH

O horménio liberador de gonadotrofinas — GnRH é o iniciador central da
cascata hormonal reprodutiva, sendo os quatro primeiros residuos de
aminodcidos (Glutamina, Histidina, Triptofano e Serina, altamente conservados na

evolucao) fundamentais para a liberacdo do LH e FSH (LAVORATO et al., 2012).
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Figura 2. Molécula original do GnRH e os locais de substituicdo de aminodcidos para formagdo de analogos
agonistas e antagonistas. Fonte: ABREU et al., (2006).
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Esse decapeptideo linear é produzido por neurdnios hipotalamicos,
localizados na area pré-6ptica do hipotalamo anterior com terminagbes nervosas
nas porgoes laterais da camada externa, na eminéncia mediana adjacente ao

pediculo hipofisario (LUNENFELD, 2005).

Figura 3. Estrutura em 3D da molécula do GnRH. Fonte: ABREU et al., (2006).

Os neurdnios que expressam o gene GnRH recebem aferéncias de vias
adrenérgicas e peptidérgicas de opiaceos enddgenos, que participam da

regulacdo da secrecdo de gonadotrofinas agindo diretamente no hipotalamo. A
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secrecao de GnRH é estimulada pela noradrenalina por ativacao de receptores a—
adrenérgicos, onde atuam os antagonistas provocando a inibicdo da ovulacao.
Contudo, a ativacao de receptores f—adrenérgicos provoca a inibicao da secrecao

do GnRH (LAVORATO et al., 2012).
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Figura 4. Desenho esquemadtico do hipotdlamo e hipdfise. Fonte: modificado de MARIEB (2002).

A secrecao hipotalamica do GnRH atinge a hip6fise por duas vias. Na via
direta através da comunicacao entre o hipotalamo e a hipdéfise. Ja a via indireta
pode ocorrer de duas formas: 1) através do sistema porta-hipofisario, onde os
axénios dos nucleos hipotalamicos, que terminam nas paredes dos capilares
deste sistema, liberam a neurossecrecao que atinge as células da adenohipdfise;
2) ou por meio de neurbnios especiais denominados tanicitos (células que

permitem a transferéncia seletiva de substancias por facilitar a travessia da
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barreira hematoencefalica), responsaveis pelo transporte da neurossecrecao para
outros neurbnios ou para o sistema porta-hipofisario (LUNENFELD, 2005; AL-
INANY et al., 2007).

O GnRH ¢ liberado de maneira pulsatil, controlado pelo gerador de pulsos
no ndcleo arqueado que induz a atividade sincronizada dos neurdnios no
hipotalamo médio-basal com propriedades eletrofisioldgicas exclusivas, liberando
o GnRH na circulagao porta-hipéfise (LAVORATO et al., 2012).

O GnRH liga-se a receptores especificos na membrana dos gonadotréfos
da adenohipdfise, através de proteinas G, resultando na ativacao da fosfolipase C
e da proteina quinase C, aumentando a producdo de trifosfato inositol e
diacilglicerol que mobilizam o calcio presente na mitocdndria € no reticulo

endoplasmatico, e essas reagdes calcio-dependentes (Ca**

— calmodulina)
estimulam a biossintese e secre¢ao das gonadotrofinas LH e FSH da mesma
forma pulsétil, observando-se um sincronismo entre a secre¢édo de GnRH e LH. O
GnRH estimula a exocitose das reservas de gonadotrofinas, aumentando a
transcricdo dos genes LH e FSH por modificacdo da composicdo da porcao
glicidica (LAVORATO et al., 2012; PUNDIR et al., 2012).

Os neurbnios secretores de GnRH sdo sensiveis ao controle por
retrorregulacdo dos esterdides gonadais (estrogénios, progestogénios e
androgénios) e inibina (produto das células gonadais), que modulam a frequéncia
e amplitude da secrecédo de gonadotrofina durante o desenvolvimento sexual e a
progressao do ciclo menstrual (CAVAGNA et al., 2010).

A retrorregulacao dos horménios esterdides gonadais € determinada por

monoaminas hipotaldmicas onde o0s neurdnios hipotalamicos dopaminérgicos

provocam a inibicdo da liberacdo de GnRH, com reducdo da frequéncia do
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gerador de pulsos, enquanto que os neurdnios noradrenérgicos estimulam a
secrecdo do GnRH (ORVIETO et al., 2009).

A frequéncia dos pulsos de LH e FSH na fase folicular ocorrem a cada 45
minutos, e atinge maxima intensidade na fase ovulatéria quando eleva a
concentracdo das gonadotrofinas, e o pico de LH que promove a ovulacédo
(TEHRANINEJAD et al., 2010). Na fase luteinica a concentracdo do FSH diminui
os pulsos do GnRH (por feedback negativo) devido ao aumento da concentragao
de E, e progestogénios (DEVROEY et al., 2012).

A acdo do GnRH é limitada pelos mecanismos: 1) degradacao por
proteases associadas a membrana logo apods sua ligacdo aos receptores
hipofisarios; 2) protedlise lisossémica apos internalizagdo do complexo horménio-
receptor. Também pode ser metabolizado por degradacao enzimatica e excrecao
renal, ja que esse horménio esta amplamente distribuido no liquido extracelular.
Essa rapida deterioracdo garante que os pulsos de GnRH sejam reconhecidos
como eventos Unicos pelos receptores da hipofise (DEVROEY et al, 2012;
LAVORATO et al., 2012; PUNDIR et al., 2012).

A molécula original descrita na década de 70 (SCHALLY et al., 1971), apds
extensas purificagbes de extratos hipotalamicos, foi modificada originando os
analogos do GnRH. Sdo moléculas sintetizadas por alteracbes na estrutura
quimica original e classificadas de acordo com a resposta induzida — inibicdo ou
liberagdo das gonadotrofinas (LAINAS et al, 2008; MORALOGLU et al., 2008;

LAVORATO et al., 2012).
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2.2.1 Agonistas do GnRH

Na década de 80 a modificagdo na glicina da posicdo 6 e na glicina-
carboxiterminal na posicao 10 criou a versdo agonista do GnRH. Essa alteracao
aumentou a meia vida da molécula e a protegeu da degradacao, além de
aumentar a afinidade pelo receptor em até 100 vezes em relagdo ao GnRH
endégeno (BARMAT et al, 2005; ABREU et al.,, 2006; FRANCO et al., 2006;
LAVORATO et al., 2012).

Os agonistas ocupam os receptores especificos de GnRH na hipofise,
dessensibilizando-os pela reducdo do numero de receptores disponiveis na
membrana celular. Ao ocupar esses receptores estimulam a liberacdo do LH e
FSH ja produzidos (efeito flare-up). Se o agonista for aplicado de forma continua
bloquearad o eixo hipotalamo-hipofisario, ocorrendo a dessensibilizacdo dos
gonadotréfos com decréscimo da sintese de esterdides ovarianos (down-
regulation). O bloqueio hipofisario inicial ocorre entre 14 a 21 dias apés o inicio do
uso da medicacdo e seu efeito é duradouro, podendo persistir por algumas
semanas, apos a interrupcao do uso (ABREU et al., 2006; ORVIETO et al., 2009;
BLOCH et al.,, 2011; MAGON, 2011; LAVORATO et al., 2012).

Para o uso de agonistas dois protocolos sdo descritos para I0C: 1)
protocolo longo — com aplicagdo do agonista desde a fase lutea do ciclo prévio ao
ciclo de estimulagdo com gonadotrofinas, causando o efeito down-regulation; 2)
protocolo curto — o agonista é iniciado no 1° dia do ciclo menstrual que sera
induzida a ovulacao com gonadotrofinas (LAINAS et al., 2010; MAHESHWARI et
al., 2011; PUNDIR et al., 2012; TANNUS et al., 2013).

O protocolo longo apresenta melhores resultados quando comparado ao

protocolo curto, mas também desvantagens como o longo periodo de tratamento
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para ocasionar a supressao da liberacao de gonadotrofinas endégenas para que
a estimulacdo com gonadotrofinas exdgenas possa ser iniciada; a
dessensibilizacdo da hipéfise leva a ocorréncia de sintomas decorrentes da
supressao de estrogénios como fogachos e secura vaginal; a necessidade de
doses elevadas de gonadotrofinas exdégenas para a maturagao folicular; maior
tempo necessario para a recuperacao da secrecao enddgena de gonadotrofinas
devido ao efeito down-regulation sobre os receptores hipofisario de GnRH e
vesiculas de armazenamento gonadotréficas; e o aumento do risco de
hiperestimulacao ovariana, especialmente quando utilizado o protocolo curto (AL-
INANY; ABOULGHAR, 2002; ABREU et al., 2006; GRIESINGER et al., 2011;
DEVROEY et al., 2012).

As vantagens do protocolo curto sdo quanto ao custo do tratamento devido
a quantidade menor de doses necessarias tanto do préprio agonista quanto de
gonadotrofinas (ABREU et al.,, 2006; HUIRNE et al.,, 2007; LAVORATO et al.,
2012). Os agonistas do GnRH aprovados para uso clinico em reprodugéo
assistida sdo: leuprorrelina, buserelina, nafarelina e triptorrelina. Podem ser
administrados por via subcutanea, intramuscular ou nasal (CAVAGNA et al., 2010;

BLOCH et al., 2011; LAVORATO et al., 2012).

2.2.2 Antagonistas do GnRH

Para a formagédo do antagonista, ja na década de 90, ocorreram multiplas
substituicdes nos aminoacidos das posi¢cdes 2 e 3 (Histidina e Triptofano), na
regiao que se liga ao receptor da molécula de GnRH. A posicao 6 (Glicina) foi
substituida para aumentar a vida média, e nas posi¢cdes 8 e 10 (Arginina e

Glicina) para eliminar reacbes alérgicas decorrentes da liberagdo de histamina no
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local de aplicagdo da droga (GRIESINGER et al., 2005; ABREU et al., 2006; AL-
INANY et al., 2007; LAVORATO et al., 2012).

O antagonista do GnRH promove bloqueio competitivo dos receptores de
GnRH e imediata supressdo (CHEUNG et al., 2005; KOLIBIANAKIS et al., 2006).
A acdo é dependente do equilibrio entre o GnRH endbégeno e o antagonista
aplicado (LAVORATO et al., 2012). O efeito dura em torno de 34 horas e a
recuperacao da funcao pituitaria ocorre mais rapidamente do que em relacéo aos
agonistas do GnRH (ABREU et al, 2006; TEHRANINEJAD et al, 2010; AL-
INANY et al., 2011; POLYZOS et al., 2013).

No inicio, o antagonista era utilizado em uma aplicacdo no sexto dia do
ciclo menstrual. Atualmente vem sendo aplicado quando um foliculo atinge o
didmetro de = 14 mm monitorizado por ecografia, seguindo de acordo com o
tamanho folicular até o dia de aplicacdo do HCG recombinante (r-HCG horménio
gonadotrofina coribnica humana — human Chorionic gonadotrophin hormone)
utilizado para maturacéo final dos odcitos (FEBRASGO, 2011; LAVORATO et al.,
2012; TANNUS et al., 2013).

Os antagonistas atualmente disponiveis para uso clinico cetrorelix e
ganirelix apresentam alta poténcia biolégica associada a reduzida atividade
liberadora de histamina e podem ser administrados na fase folicular tardia
(ABREU et al., 2006; KOLIBIANAKIS et al., 2011).

As vantagens do uso do antagonista em relagdo ao agonista sdo tempo de
tratamento mais curto, menor quantidade de drogas (tanto do antagonista quanto
gonadotrofinas exégenas) usadas na inducao ovariana controlada (DEVROEY et
al., 2004, 2012), maior aceitacdo pela paciente devido a menor quantidade de

injec6es necessarias, rapida reversibilidade, auséncia de efeito flare-up e efeitos
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de privagdo estrogénica (GRIESINGER et al., 2005; 2011) além de menor
incidéncia de hiperestimulagdo ovariana. Pode ser utilizado com citrato de
clomifeno e gonadotrofinas para inducao da ovulacado, aumentando o nimero de
oocitos captados, melhorando os niveis de estradiol e as taxas de implantagéao
(DEVROEY et al, 2004; BARMAT et al, 2005; FRANCO et al, 2006;

MAHESHWARI et al., 2011).

2.3 Analogos do GnRH e reproducao assistida

Tanto a molécula agonista quanto a antagonista do GnRH atuam na
prevencao do aumento prematuro de LH durante a IOC. Contudo, os mecanismos
de acéo e os resultados clinicos sao diferentes.

A revisdo sistematica com meta-analise de Kolibianakis et al., (2006)
analisou 22 estudos clinicos randomizados que compararam diferentes protocolos
para tratamento utilizando agonista ou antagonista do GnRH (3176 pacientes no
total) e concluiram que nao houve diferencgas significativas (p= 0,085). Os autores
encontraram diferencas significativas apenas quanto a duracdo do tratamento
com andlogo, duragdo da indugédo ovariana, numero de odcitos recuperados e
indices de OHSS, em favor dos casos que utilizaram antagonistas do GnRH.

Al-lnany et al, (2007, 2011) onde analisaram 27 estudos clinicos
randomizados que compararam os protocolos com agonista e antagonista,
verificaram que a taxa de gravidez clinica foi significativamente menor no grupo
antagonista (OR= 0,84; IC 95% 0,72-0,97), porém, a taxa de nascido vivo foi
menor no grupo agonista (OR=0,82; IC 95% 0,69-0,98), apesar do numero

equivalente de embrides transferidos em ambos os grupos. Os autores
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observaram também a reducdo de OHSS no grupo antagonista além do menor
namero de odcitos recuperados, menor quantidade de gonadotrofinas e menor
duracao da indug&o ovariana nesse grupo.

Ainda que varios estudos nao encontrem diferengas significativas quanto
ao uso dos analogos do GnRH, tanto agonista quanto o antagonista sao utilizados
na rotina para inducdo da ovulagdo controlada (AL-INANY et al, 2011;
LAVORATO et al., 2012).

O horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) tem um papel relevante e
insubstituivel no controle do ciclo reprodutivo feminino. Os tratamentos de
reproducdo assistida sdo estressantes para os casais € um dos principais
inconvenientes € a administracdo diaria de medicamentos injetaveis, que ficam
sob responsabilidade da prépria paciente. Portanto, qualquer tentativa de
simplificar o tratamento, além de proporcionar conforto e diminuir os custos, sao
motivos de grande interesse, sem esquecer, contudo, que o principal objetivo do
protocolo escolhido é um unico bebé saudavel sem que haja riscos de saude para

a mae e, posteriormente, para o feto.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar dois protocolos com diferentes analogos do GnRH — agonista ou
antagonista, para inducdo da ovulacdo controlada em pacientes submetidas ao
primeiro ciclo de reproducao assistida no Laboratério de Reproducdo Humana do

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar os seguintes parametros entre os grupos de pacientes que
utilizaram o protocolo para estimulagdo ovariana com agonista ou com
antagonista:

e Foliculos =2 16 mm no dia de administracao do r-HCG
e Odcitos captados, em metafase Il, fertilizados e clivados
e Embrides transferidos

e Taxa de implantacao e de gravidez (quimica e clinica)
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4. METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica
Humana e Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias
(protocolo n° 007/2011). Como a pesquisa nao envolveu abordagem direta as
pacientes, ndo houve necessidade de aplicacdo do termo de consentimento livre
e esclarecido. Este trabalho esta de acordo com as diretrizes éticas internacionais

sobre pesquisas envolvendo seres humanos.

4.2. Casuistica
Foi realizado um estudo observacional retrospectivo comparativo entre dois

tipos de protocolos para inducéo da ovulagao controlada por medicamentos.

4.3. Caracterizacao da amostra
O grupo de estudo foi constituido por 50 mulheres, 25 em cada grupo,
atendidas de acordo com a propedéutica da Organizacdo Mundial de Saude

seguida pelo Laboratério de Reproducdo Humana (LabRep).

4.4. Pacientes
4.4.1 Critérios de inclusao
¢ Primeiro ciclo de indugéo da ovulacao realizada entre 2009 a 2012

¢ |dade entre 20 e 40 anos

e indice de massa corpérea (IMC) > 18 e < 32 kg/m2
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Reserva ovariana = 3 foliculos antrais

FSH basal < 10 mUI/mL

Companheiro com sémen dentro dos parametros normais (WHO, 1999)

Procedimentos de alta complexidade (FIV-ICSI)

As pacientes que se enquadraram nesses critérios foram, por amostragem
sistematica, divididas em dois grupos de acordo com o esquema utilizado para o
bloqueio do eixo hipotalamo-hipéfise-ovario:

- Grupo 1: Pacientes que receberam agonista do GnRH

- Grupo 2: Pacientes que receberam antagonista do GnRH

4.4.2 Critérios de exclusao
e Pacientes com sindrome de ovarios policisticos

e Pacientes que receberam outro tipo de protocolo de inducao da ovulacao

4.5 Protocolos avaliados

A programagdo do periodo menstrual foi realizada com uso de
contraceptivo oral (Gynera® - 0,075mg gestodeno e 0,03mg etinilestradiol, Bayer
Schering Pharma) no ciclo prévio ao da indugéo da ovulagcao controlada.

Foram avaliados os seguintes protocolos:
Grupo agonista (protocolo curto): dessensibilizacdo hipofisaria com agonista
do GnRH (1 mg/dia Lupron® acetato de leuprolide, Abbott, Serono) iniciada no
primeiro dia do ciclo, até o dia anterior ao r-hCG. Estimulagdo ovariana com 150
Ul/dia de r-FSH (Gonal-F® alfa-folitropina, Serono) e r-hCG (250 ug Ovidrel® alfa-

coriogonadotropina, Serono) para maturacao folicular.
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Menstruacdo

r-FSH 150U

Contraceptivo oral ~ Agonista do GnRH uuuml HCG
J3348) 11500 (fnliu:ulnls 218mm)

t t tt 1t |

UsG
Captacdo dos odcitos

Figura 5. Protocolo para indugdo da ovulac@o controlada utilizando agonista do GnRH. O nimero de setas
ndo corresponde ao niimero de dias de utilizacdo dos indutores ou de ultrassonografias (USG).

Grupo antagonista: estimulacdo ovariana com citrato de clomifeno (100 mg) do
segundo ao sexto dia, 150 Ul/dia de r-FSH (Gonal-F® alfa-folitropina, Serono).
Antagonista do GnRH (0,25 mg/dia Cetrotide® acetato de cetrorelix; Serono)
iniciado no final da fase folicular e r-hCG (250 pg Ovidrel® alfa-

coriogonadotropina, Serono) para maturacao folicular.

Menstruacdo
r-FSH 150U1
lIIIIIIIII HCG
Contraceptivo oral Antagonista do GnRH (foliculos =18mm)

FETIIT T
t t t t 1t I

usG

Captacdo dos odcitos

Figura 6. Protocolo para indugdo da ovulagdo controlada utilizando antagonista do GnRH. O niimero de
setas ndo corresponde ao nimero de dias de utilizagdo dos indutores ou de ultrassonografias (USG).
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Apo6s avaliagdo basal realizada no inicio do ciclo menstrual, por
ultrassonografia transvaginal, as pacientes foram instruidas sobre como utilizar os
medicamentos prescritos. A aspiracao folicular guiada por ultrassom transvaginal
foi realizada em centro cirlrgico, para captacao de odcitos.

As seguintes variaveis foram pareadas para comparabilidade dos grupos:

e |dade (anos)

e [ndice de massa corpérea (Kg/m?)

e Duracgao da infertilidade (anos)

e Reserva ovariana (foliculos antrais)

¢ Niveis sanguineos (fase folicular — entre 0 2° e 4°dia da menstruacgao) de:
e FSH (mUl/mL)
e LH (mUI/mL)

o Estradiol (pg/mL)

As variaveis a seguir foram comparadas em cada grupo analisado:

e Duracao de uso do rFSH (dias)

e Dose total utilizada de rFSH (Ul)

e Duracao de uso do bloqueio hipofisario — agonista ou antagonista (dias)

e Dose total utilizada de GnRH (mg)

e Numero de foliculos = 16 mm, visualizados por ultrassonografia
transvaginal, no dia de administracao do r-HCG

¢ Numero de odcitos captados na aspiracao folicular

e Numero de odcitos em metafase Il (MIl) — células da corona ainda aderidas
e células do cumulus bem dispersas, com primeiro corpusculo polar ja

liberado
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e Numero de odcitos fertilizados (2pn) — confirmada 16 a 20 horas apo6s a
fecundacdo, quando observada a presenca dos pré-nicleos feminino e
masculino

e Numero de odcitos clivados — ap6s 24 horas de confirmada a fertilizacao

e Numero de embrides transferidos — a transferéncia do(s) embrido(6es)
realizada com 72 horas (6 a 10 células) ap6s o dia da coleta e fecundacao
dos odcitos (3°dia)

e Resultados de gravidez quimica (exame B-HCG quantitativo) e clinica

(batimento cardiaco fetal positivo em ultrassom)

4.6 Analise dos dados obtidos

Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa IBM SPSS Statistics
20.0 (Statistical Packages for the Social Sciences, EUA). Para avaliar a diferenca
observada entre as médias dos grupos analisados aplicou-se teste nao
paramétrico para comparar duas amostras independentes - Teste de Mann-
Whitney. Para avaliar diferencas entre proporcdes utilizou-se o teste Qui

quadrado. O nivel de significancia foi de p = 5% (0,05) (APPROBATO, 2010).
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Resumo

Acredita-se que a infertilidade afetard cada vez mais casais no mundo que, por
consequéncia, procurardo servicos médicos que oferecam Técnicas de Reproducio
Assistida. A Indu¢do da Ovulagcdo Controlada por Medicamentos é amplamente utilizada,
contudo, cada paciente responde de forma individual a0 mesmo medicamento e dosagem,
sendo que essa resposta pode variar a cada ciclo induzido. H4 vantagens como o aumento
das chances de sucesso e desvantagens como a possibilidade da sindrome de
hiperestimulacdo ovariana. Nas ultimas décadas grandes avangos surgiram com o
lancamento de novas drogas indutoras, o conhecimento sobre a fisiologia ovariana e sobre
as novas tecnologias estdo em desenvolvimento, tanto nas técnicas utilizadas quanto na
medicacdo. Este estudo realizou uma revisdo integrativa sobre a histéria dos experimentos
que ajudaram no desenvolvimento da drea e o atual conhecimento cientifico sobre a
indugdo da ovulagdo controlada por medicamentos.

Palavras-chave: infertilidade, reproducgdo assistida, ovulagao.

Abstract

It is believed that infertility affects more couples in the world therefore seek medical
services that provide Assisted Reproduction Techniques. Ovulation induction Controlled
Drug is widely used, however, each patient responds individual to the same drug and
dosage, and this response may vary with each cycle induced. There are advantages as
increased chances of success and disadvantages such as the possibility of ovarian
hyperstimulation syndrome. In recent decades great strides have emerged with the launch
of new drugs inducing, knowledge of ovarian physiology and new technologies are in
development in both the techniques used as medication. This study conducted an
integrative review of the history of the experiments that helped in the development of the
area and the current scientific knowledge about ovulation induction controlled by
medications.

Keywords: infertility, assisted reproduction, ovulation.
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INTRODUCAO

No fim do século XIX cientistas faziam idéia de que o sangue carreava substancias
especificas, e o termo “hormoénio” foi cunhado apenas em 1905 por William Maddock
Bayliss e Ernest Henry Starling '. Lewi e Greving, por volta de 1920, caracterizaram o eixo
hipotalamo-hipofisario e desvendaram os hormonios essenciais para a fertilidade feminina:
hormoénio foliculo estimulante (FSH - Follicle Stimulating Hormone), hormdnio
luteinizante (LH — Luteinizing Hormone) e o hormodnio gonadotrofina coridnica humana
(hCG — human Chorionic Gonadotropin)z.

Robert Geoffrey Edwards conduzia seus estudos sobre embriologia de mamiferos
investigando a ovulagdo e também as primeiras observacdes de odcitos humanos em
diferentes estdgios de maturacdo >*. Porém, esbarrava na dificuldade em conseguir mais
odcitos por ciclo que, até entdo, eram obtidos de ciclos naturais. Notou ainda que os
espermatozoéides eram abundantes enquanto que o odcito nao e, a partir dessa observacao,
estudou a sincronizacdo de odcitos para obter um ndmero maior disponivel para
recuperacgao, originando uma série de estudos sobre controle da ovulag¢ao induzida por uso
de hormonios exdgenos.

Trabalhando em conjunto com Alan Gates, descreveram a sequéncia de eventos que levava
a ovulacdo apds a injecdo hCG extraido de éguas prenhas, que induzia a maturacdo dos
o6citos num tempo previsivel ~°.

O primeiro farmaco utilizado para induzir a ovulacdo foi o citrato de clomifeno
(trifeniletileno derivado ndo-esterdide), um antiestrogénio desenvolvido na década de 60
para tratamento do cancer de mama, e observou-se que induzia a menstruagdo em pacientes
amenorréicas .

O citrato de clomifeno é um agonista parcial do receptor de estrogénio no sistema nervoso
central e atua bloqueando o feedback negativo para secrecdo do FSH, sendo este, por sua
vez, causado pelo aumento do estrogénio sérico produzido pelo foliculo dominante, em
nivel hipofisario, provocando maior liberacdo de FSH na corrente sanguinea, estimulando
o desenvolvimento dos foliculos e a ovulacdo. Contudo, sua a¢do é menos eficaz que o
estrogénio natural 8

Ainda que apresente altas taxas de ovulacio (70-90%) com o uso do citrato de clomifeno,
as taxas de gestacdo sdo baixas devido a luteinizacdo precoce, aumento de progesterona e

reducdo na receptividade endometrial °.
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Na década de 80 houve uma melhora na indugdo da ovulag@o controlada (IOC). Este
acontecimento foi devido a introducdo do uso de gonadotrofinas (FSH e LH) purificadas
da urina de mulheres menopausadas (hMG — human Menopausal Gonadotropin) e o hCG
purificado da wurina de mulheres gravidas, possibilitando um recrutamento e
desenvolvimento de um ndmero maior de foliculos '°. Porém, as formulacdes iniciais
possuiam grande quantidade de proteinas contaminantes (citocinas, transferrinas,
imunoglobulinas, neurotoxinas derivadas de eosindfilos, além de proteinas urindrias),
levando ao aprimoramento das técnicas de purificacdo para producdo de formulagdes com
menor quantidade de protefnas nio ativas .

Surgiu entdo o FSH com 20% de pureza obtido através da utilizagdo de uma coluna de
separagdo com anticorpos monoclonais contra o hCG. Posteriormente, o FSH altamente
purificado (HP-FSH high purified), com 90% de pureza obtido pelo uso de uma coluna de
separacdo com anticorpos monoclonais para o FSH, com a vantagem de poder ser
administrado por via subcutanea "

Mudangas aconteceram nos protocolos de IOC desde o primeiro sucesso relatado em 1978
por Steptoe e Edwards '2. O horménio liberador de gonadotrofinas — GnRH (Gonadotropin
Releasing Hormone) possui papel insubstituivel no controle do ciclo reprodutivo feminino,
sendo secretado de forma pulsétil pelo hipotdlamo. Este hormoénio se liga a receptores
especificos na hipéfise e estimula a secre¢dao das gonadotrofinas (FSH e LH) que regulam a
esteroidogé€nese e gametogénese ovarianas.

Durante os anos 80, foram introduzidos os agonistas do GnRH, permitindo o bloqueio do
eixo hipotdlamo-hipé6fise-ovério 5 0 GnRH agonista provoca a liberagdo das reservas de
gonadotrofinas hipofisdrias (efeito “flare-up’), esgota os receptores disponiveis na hipoéfise
e dessensibiliza (efeito “down regulation”) bloqueando a sintese de gonadotrofinas. Esse
processo solucionou o pico precoce do LH endégeno .

A forma antagonista do GnRH surgiu nos anos 90, atuando quase imediatamente na
secrecdo enddgena de gonadotrofinas diminuindo a produ¢do em 8 horas, e inibindo o pico
de LH por se ligar de forma competitiva aos receptores de GnRH hipofisarios . O
aumento na demanda por gonadotrofinas incentivou as pesquisas para criagdo de novas
formulacdes e outros avangos surgiram em relacao aos medicamentos para a IOC.

Na década de 90, a tecnologia do DNA recombinante permitiu que genes humanos fossem
transferidos para células de ovario de Hamster chinés e com isso, foi possivel produzir o

FSH recombinante — r-FSH '®. Culturas dessas células recombinantes sdo utilizadas para
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producdo comercial em larga escala do r-FSH. Ao final da década j4 era possivel utilizar as
trés gonadotrofinas produzidas de forma recombinante: FSH, LH e hCG de férmulas
altamente puras e eficazes .

A atividade especifica do r-FSH € de 13.700 Ul/mg de proteina com 99,9% de pureza,
sendo que uma dose de 75 Ul € equivalente a 5,5 microgramas de proteina recombinante,
possibilitando um controle preciso da estimulagdo com ajuste da dose de acordo com cada
paciente, e a primeira aplicacdo de r-FSH foi em 1991 '°,

A combinagdo de todos estes avangos foi muito importante para a indu¢do da ovulacdo
controlada e as Técnicas de Reproducdo Assistida (TRA) 1819 0 uso de drogas indutoras
aplicava-se até entdo, somente para a correcdo dos distdrbios ovulatérios e passou a ser

indicada em casos de anovulacdo ***'.

Gonadotrofinas: FSH e LH

A familia de hormoénios glicoprotéicos que inclui o hCG, FSH e LH, sdo compostos por 2
subunidades polipeptidicas associadas por ligacdes nado-covalentes: a) subunidade o
comum a todos, super-expressa, localizada no cromossomo 6p21.1-23; b) subunidade
controlada por retroalimentacdo fornece especificidade bioldgica e imunoldgica a cada
hormoénio; sendo que o gene que codifica a subunidade PLH esta localizado no
cromossomo 19q13.32 junto ao grupo de genes que codificam o BhCG com alto grau de
homologia que lhes permite ligagao ao mesmo receptor; ja a subunidade BFSH € codificada
por um tnico gene localizado no cromossomo 11p13%.

A expressao das gonadotrofinas esta modulada por fatores hipotalamicos, principalmente o
GnRH, e retroalimentacdo gonadal. As células gonadotréficas sdo capazes de expressar as
duas subunidades, embora algumas secretem apenas um dos hormonios. Os gonadotréfos
que secretam FSH sdo grandes e apresentam granulos grandes, reticulo endoplasmético
rugoso e complexo de Golgi extensos. Ja as células secretoras de LH apresentam granulos
menores que se acumulam em um dos pdlos préximo a periferia, € o complexo de Golgi
menos desenvolvido *2.

O FSH € uma glicoproteina que possui peso molecular de 34kDa e consiste em 210
residuos de aminoicidos com meia-vida de aproximadamente 240 minutos. Induz o
crescimento e diferenciacio das células da granulosa, estimula a atividade da aromatase, a
sintese de estradiol e a formagdo de receptores de LH, e sua secrecdo pela hipofise é

inibida pelos produtos foliculares estradiol (E,) e inibina B ****.
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O LH possui um peso molecular de 28,5kDa com 204 aminodcidos e meia-vida plasmatica
de 30 minutos. Esta glicoproteina é essencial para a ruptura do foliculo e liberacdo do
odcito, atua nas células da teca regulando a concentracdo dos hormonios esterdides e nas
células da granulosa pra promover o desenvolvimento da célula germinativa *>.

As preparagdes de gonadotrofinas utilizadas em TRA variam entre as obtidas da
purificacdo urindria e as formas sintéticas produzidas por engenharia genética. Uma gama
de formulacdes estd disponivel no mercado e, diante disso, cabe ao médico decidir qual o
medicamento mais indicado para cada situacdo. A escolha deve ser pautada nas
caracteristicas individuais da paciente, na resposta a protocolos utilizados previamente e

nos custos inerentes a cada grupo de medicamentos.

Ciclo induzido por medicamentos

O principal objetivo da inducdo é obter um maior nimero de odcitos que possam
desenvolver embrides de excelente qualidade reduzindo, assim, a necessidade de ciclos
sucessivos, ja que quanto melhor for a qualidade dos odcitos maior serd a chance de
sucesso %,

A 10C possibilitou aumentar o numero de odcitos no recrutamento folicular e,
consequentemente, o nimero de embrides disponiveis para transferéncia 17.25, Dependendo
do protocolo utilizado, diferentes drogas estimulantes podem ser utilizadas para induzir o
desenvolvimento multifolicular e melhorar a receptividade do endométrio.

A 10C, em geral, € iniciada nos primeiros dias do ciclo menstrual. Consiste em aumentar a
exposicao dos ovérios as gonadotrofinas, promovendo o crescimento de multiplos foliculos
no mesmo ciclo. As gonadotrofinas atuam nas células da granulosa disparando a sintese de
estradiol, fatores de crescimento e de receptores hormonais, cuja a¢do sinérgica torna o
ambiente folicular mais adequado para o desenvolvimento de odcitos vidveis 2.

As células da teca possuem receptores para o LH que estimulam a produ¢do de andrégenos
(a partir do colesterol) aromatizados em estrogénio nas células da granulosa modificando a
resposta a0 FSH. As células da granulosa sdo as unicas que possuem receptores para o
FSH, no entanto, alguns receptores de LH devem estar ocupados para que ocorra a
esteroidogénese adequada que estimula o crescimento folicular 1521

Apesar dos avangos obtidos para o aumento do nimero de foliculos complicagdes como os

fendmenos tromboembdlicos decorrentes da hemoconcentragdo, desconforto abdominal

com reten¢do de liquido, escotomas visuais, aumento na incidéncia de gestacdes multiplas
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e casos de sindrome de hiperestimulacdo ovariana (OHSS — Ovarian Hyperstimulation
Syndrome) e o alto custo das drogas foram observados 726,

Estudos incentivam cada vez mais o uso de protocolos “leves” para indu¢do da ovulagao,
que fornecem vantagens significativas como a reducdo do custo, melhor tolerabilidade e,

26,27,28,29,30,31,32 -
. Dessa forma sio

principalmente, menor risco de complicagdes morbidas
mais simples de utilizacdo clinica além da diminuicdo do desconforto relatado pela
paciente devido a uma resposta fisioldgica melhor resultando na diminuicdo de
anormalidades cromossdémicas e mosaicismo genético e, consequentemente, melhor
qualidade embrionéria 2830,

A estimulacdo ovariana leve € definida como a administracdo de baixas doses de
gonadotrofinas exégenas em ciclos co-tratados com antagonista de GnRH *, ou em
combinacdo com agonista e outros compostos por via oral (anti-estrogénios ou inibidores
de aromatase) °'. O termo “estimulacgdo leve” abrange outros como “estimulacao simpdtica,
minima ou suave”. Surgiu da percepcao de que a abordagem convencional era agressiva e
intensa, sendo impulsionada pelo desejo de resultados maximizados por medicamentos.
Verberg et al. (2009) *°, relatam a hipStese de que a estimulagdo leve permitiria uma
interferéncia qualitativa sobre a sele¢do natural dos odcitos de boa qualidade. O uso de
doses mais “leves” de gonadotrofinas na fase folicular média s6 poderd atuar sobre os
foliculos mais maduros, dando assim origem a odcitos de melhor qualidade.

Segundo a International Society for Mild Approaches in Assisted Reproduction ISMAAR)
o numero de odcitos colhidos varia de 2 a 7, de acordo com a experiéncia clinica e a
resposta ovariana de cada paciente 93 A estimulacdo leve exerce um efeito favoravel
sobre a taxa de implantacdo melhorando a receptividade do endométrio ao embrido.

A percepg¢ao do que constitui a estimulagdo ovariana "leve" varia entre diferentes autores e

26,27

centros clinicos e a padronizacdo do melhor protocolo é dificultada pela confusdo na

metodologia e variagdo na formacdo clinica ou pratica dos especialista em TRA 8323334 A
variedade de protocolos demonstra a busca pela alternativa mais eficaz visando melhorar
os resultados. A escolha do esquema que produza a melhor resposta folicular de maneira
mais fisiologica possivel € o objetivo, contudo, a definicdo do melhor protocolo ainda é
uma incégnita.

A resposta ovariana ndo € a mesma para todas as pacientes e depende de fatores como

idade, reserva ovariana, taxa metabdlica basal, doengas como ovérios policisticos, a

presenca de endometriose e caracteristicas sécio-econdmicas >. H4 vérios fatores que
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podem predizer a resposta ovariana a estimulagdo e, portanto, a probabilidade de sucesso
3035 Embora nenhum fator antecipe a resposta ainda assim sdo utilizados na tentativa de
aperfeigoar o protocolo de estimulagdo ovariana, e para minimizar possiveis complicagdes.
A idade é o fator mais importante na determinagdo de taxas de sucesso, jd que a
diminui¢do da fertilidade com a idade parece ser uma consequéncia da deple¢do do nimero
de odcitos e da qualidade reduzida dos mesmos 2,

A deplecdo folicular acarreta na diminui¢do da producdo de estradiol (E;) e inibina-B e
aumento gradual da concentracdo de FSH. Os niveis basais de E; e inibina-B sao valores
limitantes pra predizer m4 resposta e baixa taxa de sucesso *>°°,

O nivel basal de FSH € um marcador habitualmente usado para reserva ovariana, embora
sua avaliacdo seja dependente do dia do ciclo menstrual *°. A dosagem do hormonio anti-
Miilleriano (AMH - Anti-Miillerian Hormone) é cada vez mais utilizada para prever
reserva ovariana que esta correlacionada com o numero de foliculos antrais e do numero de
odcitos recuperados 7 e ndo depende do dia do ciclo menstrual alem de prever a
possibilidade de OHSS. A contagem dos foliculos antrais também é um bom preditor da
reserva ovariana realizada no segundo e quarto dia do ciclo **7°.

Em relacdo a obesidade, medida através do Indice de Massa Corporal (IMC kg/mz), 0s
efeitos secunddrios sobre a resisténcia a insulina e hiperandrogenismo podem afetar a
fertilidade ®. Habitos pessoais como tabagismo, etilismo, consumo elevado de cafeina
também sao fatores de impacto negativo. A heranga genética como variantes anormais dos
receptores de FSH, mutacdo no gene que codifica o LH e receptores de LH também sdo

o 233132
fatores que podem restringir a resposta ovariana = 7.

CONSIDERACOES FINAIS

Nem sempre serd possivel prever a resposta mesmo avaliando esses fatores. Muitas vezes o
resultado do primeiro protocolo para estimulagdo ovariana torna-se importante na
determinacdo de como ajustar o tratamento subsequente *2°~>.

Na pratica, mesmo durante a IOC, respostas inadequadas poderdo ser observadas. A
variabilidade de resposta pode ser devida ao mecanismo biolégico inerente em relacdo a
diferencas no nimero de foliculos recrutdveis, sensibilidade dos foliculos ao FSH e a

farmacodinamica.
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Apesar de muitos preditores da resposta ovariana estudos sobre a utilizacdo destes nem
sempre sdo comparaveis, devido as diferencas nas caracteristicas do assunto 2.

O estudo prospectivo randomizado de Popovic-Todorovic et al. (2003) * que testaram
pacientes normais da Dinamarca, comparando a dose individual a partir de 100-250UI/dia,
com base nos fatores preditores, e dose padrdo de 150UI/dia. Os parametros considerados
foram idade, contagem de foliculos antrais, volume ovariano e habitos como tabagismo. Os
resultados mostraram que o regime de dosagem individual aumenta a propor¢cdo de
resposta ovariana adequada e diminui a incidéncia de alteracdo na dose durante a IOC.

A otimizagdo da dose inicial de FSH € a chave para o sucesso da IOC. Doses iniciais de
150UI apresentam menos cancelamentos e preco mais acessivel. Evidéncias recentes
também apontam para o papel do LH. Embora as células da granulosa dos foliculos antrais
precoces respondam apenas ao FSH, a dos foliculos maduros sdo responsivos ao FSH e LH
(possuindo receptores de ambas as gonadotrofinas, células que produzem as duas
moléculas). Apesar de uma pequena quantidade de LH ser necessdria para a estimulagcdo
ideal, o nivel elevado de LH na fase folicular tardia pode ser prejudicial para o resultado da
FIV **.

Como as pacientes respondem de forma diferente ao mesmo tipo de estimulacdo, a
abordagem individualizada é fundamental para um resultado bem sucedido. Os fatores
preditivos para estimulacdo ovariana sdo importantes, mas ainda ndo ha consenso a esse
respeito. O principal objetivo da IOC € um tunico bebé sauddvel, nenhum risco de saide

para a mae e custo minimo do tratamento 0
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ABSTRACT

Objective: to evaluate the results of gonadotropin-releasing hormone agonist (GnRH-ag)
and gonadotropin-releasing hormone antagonist (GnRH-ant) using daily dose fixed of
rFSH, in Brazilian normoresponder patients undergoing their first in vitro fertilization or
intracytoplasmic sperm injection (IVF/ICSI) cycle. Methods: a total 50 women were
included in this retrospective comparative study. Patients were stimulated with standard
150 IU/day recombinant FSH (follitropin alfa). In group GnRH-ag a daily dose of
leuprolide acetate (1 mg short protocol) was administered starting on day 1 of the cycle till
the day of hCG injection. In GnRH-ant group a daily dose of cetrorelix acetate (0.25 mg)
was administered when follicles reached a diameter of >14 mm. Recombinant human
chorionic gonadotropin (250 ug rhCG) was administered when at least three follicles of 18
mm in diameter were observed. Stimulation characteristics and outcome of both protocols
were compared. Results: stimulation days with rFSH (11.0 vs. 9.24; p=0.0091), total doses
of rFSH (2094 vs. 1365 IU; p<0.0001), GnRH using days (12.0 vs. 3.6; p<0.0001), and
total doses of GnRH (1.2 vs. 0.9 mg; p=0.0001) was shorter in GnRH-antagonist group.
The number of follicles (= 16 mm) on day rhCG (6.76 vs. 4.64; p=0.04) was higher in
GnRH-ag group. There was no difference in the other parameters, nevertheless, the number
oocytes retrieved (5.92 vs. 4.16; p=0.06) was higher in GnRH-agonist group, but the
fertilization rate (40.1 vs. 54.4 %; p=0.29) was higher in GnRH-antagonist group. The rates
of chemical and clinical pregnancy were similar in two groups. Conclusion: controlled
ovarian stimulation plays a major role in human reproduction and, it is well known that,
even in normoresponders patients, the first treatment cycle exposes patients to a risk of
either a low or an excessive ovarian response. In this study GnRH-ag and GnRH-ant

provide comparable results, but antagonist protocol was shorter period of stimulation.

Keywords: GnRH agonist, GnRH antagonist, normal ovarian response, infertility.
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RESUMEN

Objetivo: evaluar los resultados de la hormona liberadora de gonadotrofina agonista
(GnRH-ag) y de la hormona liberadora de gonadotrofina antagonista (GnRH-ant),
utilizando dosis diaria fija del FSH recombinante en pacientes normo-respondedoras
brasilefias sometidas a su primer ciclo de fertilizacion in vitro o inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (FIV/ICSI). Métodos: un total de 50 mujeres
fueron incluidas en este estudio retrospectivo comparativo. Las pacientes fueron
estimuladas con 150 Ul/dia de FSH recombinante (folitropina alfa). En el grupo GnRH-ag
se administré una dosis diaria de acetato de leuprolida (protocolo corto 1 mg) a partir del
dia 1 del ciclo hasta el dia de la inyeccién de hCG. En el grupo GnRH-ant se administrd
una dosis diaria de acetato de cetrorelix (0,25 mg) cuando los foliculos alcanzaron un
didmetro de > 14 mm. Gonadotrofina coriénica humana recombinante (250 ug rhCG) fue
administrada cuando se observaron al menos tres foliculos de 18 mm de didmetro. Se
compararon las caracteristicas de estimulacién y los resultados de ambos los protocolos.
Resultados: dias de estimulaciéon con FSH recombinante (11,0 vs. 9,24; p=0,0091), dosis
total de FSH recombinante (2.094 vs. 1.365 UI; p<0,0001), dias usando GnRH (12,0 vs.
3,6; p <0,0001), y las dosis totales del GnRH (1,2 vs. 0,9 mg; p=0,0001) fueron mas cortas
en el grupo antagonista de GnRH. El ntimero de foliculos (= 16 mm) en el dia del thCG
(6,76 vs. 4,64; p=0,04) fue mayor en el grupo GnRH-ag. No hubo diferencias en los otros
parametros, sin embargo, el nimero de ovocitos recuperados (5,92 vs. 4,16; p=0,06) fue
mayor en el grupo de agonista de GnRH, pero la tasa de fertilizacién (40,1 vs. 70,8%;
p=0,29) fue mayor en el grupo antagonista de GnRH. Las tasas del embarazo quimico o
clinico fueron similares en ambos los grupos. Conclusién: la estimulacion ovariana
controlada tiene un papel importante en la reproducciéon humana y, es bien sabido que, en
pacientes normo-respondedoras, el primer ciclo de tratamiento expone las pacientes a un
riesgo de ser una respuesta ovdrica baja o excesiva. En este estudio GnRH-ag y GnRH-ant
proporcionaran resultados comparables, pero el protocolo antagonista fue mdés corto el

periodo de estimulacion.

Palabras-llave: agonista GnRH, antagonista GnRH, respuesta ovarica normal, infertilidad.
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RESUMO

Objetivo: avaliar os resultados do agonista do hormdnio liberador de gonadotrofinas
(GnRH-ag) e do antagonista do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH-ant),
utilizando dose didria fixa de FSH recombinante em pacientes brasileiras normo-
respondedoras submetidas ao primeiro ciclo fertilizacdo in vitro ou injecdo
intracitoplasmatica de espermatozéides (FIV / ICSI). Métodos: um total de 50 mulheres
foram incluidas neste estudo retrospectivo comparativo. As pacientes foram estimuladas
com 150 Ul/dia de FSH recombinante (folitropina alfa). No grupo de GnRH-ag foi
administrada uma dose didria de acetato de leuprolide (protocolo curto 1 mg) desde o dia 1
do ciclo até ao dia da inje¢cdo de hCG. No grupo de GnRH-ant foi administrada uma dose
didria de acetato de cetrorelix (0,25 mg) quando os foliculos atingiram um didmetro de >
14 mm. Recombinante da gonadotrofina coridnica humana (250 pg rhCG) foi administrada
quando havia pelo menos trés foliculos de 18 mm de didmetro. Foram comparadas as
caracteristicas da estimulagdo e os resultados de ambos os protocolos. Resultados: dias de
estimulagdo com FSH recombinante (11,0 vs. 9,24; p=0,0091), dose total de FSH
recombinante (2,094 vs. 1,365 UI; p<0,0001), dias utilizando GnRH (12,0 vs. 3,6;
p<0,0001), e dose total de GnRH (1,2 vs. 0,9 mg; p=0,0001) foi menor no grupo
antagonista do GnRH. O nimero de foliculos (> 16 mm) no dia da thCG (6,76 vs. 4,64;
p=0,04) foi maior no GnRH-ag. Nao houve diferengas nos outros parametros, no entanto, o
ndmero de odcitos recuperados (5,92 vs. 4,16; p=0,06) foi maior no grupo do agonista do
GnRH, mas a taxa de fertilizacdo (49,1 vs. 70,8%; p=0,29) foi maior no antagonista do
GnRH. As taxas de gravidez quimica e clinica foram semelhantes em ambos os grupos.
Conclusao: a estimulagdo ovariana controlada tem um papel importante na reprodugao
humana e sabe-se que, em pacientes normo-respondedoras, o primeiro ciclo de tratamento
expoe a paciente a um risco de uma resposta baixa ou excessiva. Neste estudo GnRH-ag e
GnRH-ant proporcionaram resultados compardveis, mas no protocolo antagonista foi

menor o periodo de estimulagao.

Palavras-chave: GnRH agonista, GnRH antagonista, resposta ovariana normal,

infertilidade.
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INTRODUCTION

After the first success of the assisted reproductive techniques (ART), major advancements
have been made in the treatment of infertility in the last thirty-five years. Despite this
developments the ideal protocol is still controversial and the age is the most important
prognostic factor for response to controlled ovarian stimulation (COS) and for pregnancy
outcome (Daya, 2000; Cheung et al., 2005; Pu et al., 2011; Orvieto & Patrizio, 2013).
During the assisted reproduction event, an optimal hormonal profile may exist that could
lead to follicular aspiration of fully competent oocytes. A wide variety of ovarian
hyperstimulation and ovulation induction protocols have been developed, in which
gonadotropin-realising hormone (GnRH) analogues (agonists or antagonists) are used in
conjunction with gonadotropins to induce ovulation and consequently blocking the natural
release of LH by the positive feedback of estradiol (E;) in the brain (Fauser et al., 2008;
Al-Inany et al., 2011; Bodri et al., 2011).

GnRH agonist (GnRH-ag) long protocol has been a usual standard COS method since it
was introduced in assisted reproduction in the late 1980’s (Daya, 2000). However,
suppression necessitates an increase in the dosage of gonadotropins and in the duration of
treatment (Kim et al., 2011). GnRH antagonist (GnRH-ant) since the late 1990’s been used
as part of the therapeutic in the assisted reproduction (Bodri et al., 2011). The GnRH-ant
acts by directly binding the GnRH receptors and block them in a competitive manner
(Cheung et al., 2005). The development of GnRH-ant capable of blocking the pituitary
receptors offered a new therapeutic option. Consequently, GnRH-ant reduces the dosage
and length of the exogenous gonadotropin treatment.

Comparative studies between the two analogues have suggested that the use of antagonists
is associated with a shorter duration of the ovulatory stimulus and a decreased incidence of
ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS); however, the rates of pregnancy and live birth
do not appear to be significantly affected, depending on the type of GnRH analogue used
(Fauser et al., 2008; Hayden, 2008; Firouzabadi et al., 2010; Griesinger et al., 2010; Pu et
al., 2011; Maldonado et al., 2013; Orvieto & Patrizio, 2013). Multiple follicular
development is achieved by extending the period during which the concentration of FSH
remains above the FSH threshold necessary to stimulate single-follicular growth. Studies
about pharmacology have suggesting that the time lag between FSH administration and

follicular growth was at least 4 days long (Yong et al., 2003; Xavier et al., 2005; Hsieh et
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al.,, 2008; Aygum & Kahraman, 2010; Firouzabadi et al., 2010). Daily Fixed doses
protocols of gonadotropins to compare efficacy of treatment like length, the total dose of
gonadotropins, as well as the number of oocytes recovered are pitfalls because frequently
are necessary to adjust doses during treatment.

The aim of this study was to compare the effect of using a short-term GnRH agonist
protocol with the GnRH antagonist in ovarian stimulation with a fixed dose of recombinant
FSH, for assisted reproductive treatment in women with normal ovarian response
undergoing their first in vitro fertilization (IVF) or intracytoplasmic sperm injection (ICSI)

cycle.
METHODS

This was a retrospective comparative study performed at the Human Reproduction
Laboratory of the Clinical Hospital of the Federal University of Goids (LabRep—-HC-UFG)
and approved by our Institutional Review Board (CEP/HC-UFG n°007/2011).

Included in the study were women aged < 40 years undergoing their first IVF/ICSI cycle
performed from January 2009 to December 2012; body mass index (BMI) between 19 and

30 kg/mz; basal FSH < 10 mIU/mL; E, level of < 60 pg/mL; regular menses and both
ovaries present. Patients with polycystic ovary syndrome or who received another type of
controlled ovulation stimulation protocol were excluded. Patients with these criteria were
allocated to one of the study groups according to the analogue used for the ovarian

stimulation. Hormonal profiles (serum levels of basal FSH, LH, and E,) and the number of

basal antral follicle in ultrasound were measured on the 2nd or 3rd day of menstruation in
all patients. In order to synchronize the cycles, all the patients received oral contraceptives

pill (Gynera®; Bayer HealthCare Pharmaceuticals) before controlled ovarian stimulation.

Ovarian stimulation

1. GnRH-agonist group — short protocol or so-called “flare-up” (n= 25)

Women in this group received leuprolide acetate (Lupron®; Abbott) at a dose of 1 mg/day
starting on day 1 of the cycle till the day of rhCG injection. The ovaries were then
stimulated with dose of 150 IU/day recombinant FSH (rFSH; follitropin alfa Gonal F®;
Serono) started on day 3 of the menstrual cycle, for a variable period according to each

patient. Follicular development was monitored by transvaginal ultrasound.
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2. GnRH-antagonist group (n= 25) (Figueiredo et al., 2012)

Clomiphene citrate (100 mg/day) was given during the cycle on days two through six. The
ovaries were then stimulated with dose of 150 IU/day recombinant FSH (rFSH; follitropin
alfa Gonal F®; Serono) started on day 3 of the menstrual cycle, for a variable period
according to each patient. GnRH antagonist cetrorelix (Cetrotide®; Serono) was started at a
dose of 0.25 mg/day during the late follicular phase when at least one follicle of > 14 mm
was observed by ultrasound.

To induce the final oocyte maturation in both groups (GnRH-ag and GnRH-ant), 250 pg of
recombinant hCG (rhCG, Ovidrel®; Serono) was injected to induce follicular maturation
when one or more follicles reached a mean diameter of > 18 mm. Oocyte retrieval was
performed 34 to 36 hours after thCG injection by transvaginal aspiration under ultrasound
guidance. Standard IVF or ICSI was applied as indicated. One to four embryos were
transferred into the uterus on day 3 of culture under ultrasound guidance. The luteal phase
was supported by transvaginal micronized progesterone 200mg three times per day
(Uterogestan®; Besins Iscovesco). A serum beta HCG measurement was ordered two
weeks after embryo transfer. In case of positive pregnancy test result, an ultrasound was
performed four weeks afterwards for confirm the clinical pregnancy by the presence of a
gestational sac with fetal cardiac activity on ultrasound.

Demographic, clinical and laboratorial outcome parameters were compared between the
two groups. Analysis of data was carried out using SPSS 20.0 statistical analysis software
(Statistical Packages for the Social Sciences, USA). Descriptive statistics for continuous
variables were reported as means + standard deviation (SD). Categorical variables were
described using frequency distributions and are presented as frequency (%). The Mann-
Whitney U-test for independent samples was used as appropriate to compare continuous
variables. The x” test was used to compare categorical variables. A P value < 0.05 was

considered to be statistically significant.

RESULTS

A total of 50 patients who underwent ART with both GnRH agonist and antagonist
protocols were evaluated regarding cycle characteristics and treatment outcome. The
overall mean age for women was 34.12 + 4.39 years (range 23-40) and BMI was 23.6 +

3.91kg/m”. The mean duration of infertility was 3.1 + 1.80 years. The causes of infertility
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were tubal factor (56.6%), endometriosis (32.1%) and other cause of infertility (11.3%).
Basic demographic characteristics such as age, BMI, fertility characteristics and hormonal
profiles were not significantly different (p>0.05) between the groups. These data are
summarized in Table 1.

The results of the ovarian stimulation are show in Table 2. The stimulation days with rFSH
(p=0.0091), total doses of gonadotropins (p<0.0001), days use and total doses of GnRH
analogues was significantly higher in GnRH-agonist group (p<0.0001 and p=0.0001,
respectively). A total of 252 oocytes were obtained (5.04 + 3.84, range 1-23): 148 from the
GnRH-ag group and 104 from the GnRH-ant. Statistically significant difference was
found between the two stimulation protocols for the number of follicles (> 16 mm) on day
rhCG, considerably higher in GnRH-ag group (p=0.04). However, oocytes retrieved, in
MII, with 2PN, cleaved and transferred embryos were similar between the groups (show in
Table 2). No cycle was cancelled before oocyte retrieval because of premature LH surge in
this study, so all patients had oocyte retrieval, and no patients developed ovarian

hyperstimulation syndrome (OHSS).

DISCUSSION

The present study evaluated the results of GnRH agonist (leuprolide short protocol)
compared with GnRH antagonist (cetrorelix); using dose of 150 IU/day rFSH (follitropin
alfa) for ovarian stimulation, in Brazilian normoresponder patients undergoing their first
IVF/ICSI cycle. There is a debate regarding the best stimulation protocol which should be
the first choice in a normoresponder woman. The statistically significant differences
observed in the number of stimulation days with rFSH, total doses of gonadotropins, days
use and total doses of GnRH, and the number of follicles (> 16 mm) on day rhCG were
higher in GnRH-ag group.

Yong et al., (2003) was the first comparative study of two different doses of the rFSH
(Gonal-F®) in a fixed-dose regime and their results show a dose-dependent increase in
ovarian response to COS, as evidenced by the degree of follicular recruitment and the
number of oocytes retrieved. This was achieved with a shorter duration of stimulation, but
at the expense of an increased total rFSH dose. We used a daily fixed dose of rFSH in this
study and found that the GnRH-ag group required more days of use increasing the total

dosage used of the gonadotropin.
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Cochrane review (Van Wely et al., 2003) and Hompes et al., (2008) propose the
importance of use more uniform procedures, such as a fixed gonadotropin dosage to
minimizes the variability. This is especially important in studies where investigators
theoretically could introduce a bias by selectively adapting the dosage of gonadotropin. On
the other hand, a strict fixed dose also has disadvantages and could may not be ideal for
evaluating pregnancy rates where the outcomes would conditioned by the proportion of
patients who responded to the dose selected (Hompes et al., 2008).

Human reproduction centers use oral contraceptive pill (OCP) to schedule the patients to
meet the organizational needs with practical implications. Griesinger et al., (2008) in a
systematic review and meta-analysis summarizes data from four randomized clinical trials
on OCP pretreatment in ovarian stimulation for IVF to schedule the start of gonadotropin
stimulation using GnRH antagonists showed that the consumption of gonadotropins and
the duration of ovarian stimulation was significantly increased after OCP pretreatment.

We also observed that the stimulation days increased in the GnRH agonist group, but the
total dose of the gonadotropin, consequently, also increased in the same group.
Furthermore, it is evident that the use of OCP will increase the overall treatment duration
and the total financial cost. These drawbacks should to be observed by clinicians and
patients considering the benefits associated with treatment scheduling.

Xavier et al., (2005) in Portuguese women without OCP, showed statistically significant
differences only two parameters: the duration of stimulation (using 150-450 IU/day rFSH)
and the duration of suppression in the agonist group (using 0.6 mg of busereline long
protocol). However, the total dose of the rTFSH was higher in the antagonist group (with
0.25 mg cetrorelix) and the number of follicles (= 15 mm) on day hCG were higher in
GnRH agonist group, but no was difference statistically significant. We also observe that
the total dose increased in the GnRH—ag group, but using a fixed dose of rFSH. Hsieh et
al., (2008) in Asian normoresponder patients, compared different dosage protocols for
cetrorelix (0.25, 0.2 and 0.15 mg/day), leuprolide (0.5 mg/day long protocol) and
leuprolide depot (1.88 mg) with rFSH (follitropin alfa) 150-225 IU/day in younger patients
(< 34 years) and in older patients (> 34-39 years) were administered 225-300 IU/day;
without the use of OCP. These authors verified that the number of oocytes retrieved was
higher in group with 0.25 mg cetrorelix than those in other groups and also produced better

qualities of embryos and oocytes.
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Current consensus is that a higher dose leads to the retrieval of more oocytes but similar
pregnancy rates in standard patients (younger than 40 years of age, having two ovaries, a
normal menstrual cycle and a normal basal FSH level) (Fauser et al., 2008; Hayden, 2008).
Firouzabadi et al., (2010) recommended dose of rFSH was 100 to 250 IU/day in the
agonist protocol and 150 or 200 IU/day in the GnRH antagonist cycles.

Kolibianakis et al., (2006) propose that the stimulation duration was shorter and there was
less usage of rFSH used GnRH antagonist protocol as an advantage when compared with
agonist treatment, and Huang et al., (2011) showed some advantages of the GnRH
antagonist protocol. Aygun & Kahraman, (2010) concluded that GnRH antagonist (using
0.25 mg cetrorelix) protocol might be considered as comparable and even better compared
with agonist (using 0.5 mg leuprolide long protocol) in a Turkish normoresponder woman.
Therefore, they suggest that in patients in the first attempt, the other one might be
considered safely for the next treatment cycle instead of giving the same protocol again.
The result of the studies of Tehraninejad et al., (2011) reported that duration of stimulation
days was significantly longer in agonist group, using starting dose 150-225 IU/day rFSH in
Iranian normoresponder patients. This same study showed greater number of MII oocyte in
agonist group.

We not found a study with same protocols of this (leuprolide short protocol or cetrorelix
GnRH analogue and follitropin alfa rFSH daily fixed dose). In our observation the
antagonist protocol resulted in a reduction in the duration of stimulations days with rFSH
and diminish the amount of gonadotropin administered. This shortened the duration of
GnRH analogue therapy, when compared with GnRH-ag protocol. Many studies showed
that it is more patient-friendly protocol because patients are likely to prefer shorter cycles
with reduced number of injections and side effects among other benefits (Xavier et al.,
2005; Younis et al., 2010; Orvieto & Patrizio, 2013).

Hsieh et al., (2008) demonstrated that GnRH antagonist protocol was effective, although a
slight reduction in pregnancy rate may be rectified by developing flexible regimens
designed for individual patients. The corpus luteum function seems to be impaired with
GnRH antagonist. However, is associated with elevated progesterone levels in the late
follicular phase and accelerated endometrial maturation in the subsequent luteal phase.
Maldonado et a., (2013) also observed that duration of GnRH was significantly reduced the
mean number of injections from 20 to 6.6 compared with the long agonist schedule. These

authors showed that down-regulation with a GnRH-ag (tryptorelin 0.1 mg) on alternate
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days is significantly less costly than the GnRH-ant treatment, in Brazilian normal-
responding patients stimulated with rFSH (starting 225 IU/day) and rhCG microdoses.

In this study there was no difference in the oocytes retrieved, MII oocytes, 2PN oocytes,
and cleaved and transferred embryos. Though higher, the number oocytes retrieved in
GnRH-ag group was not significant, but the fertilization rate was higher in GnRH-ant
group, nevertheless with more miscarriages. The rates of chemical and clinical pregnancy
were similar in two groups. The rate of abortion was bigger in GnRH-ant group, but this
was not statistically significant in present study. Bahceci et al., 2009 reported that the rate
of early pregnancy loss was higher in antagonist protocol.

After a decade of doubts and hesitation, GnRH antagonist protocols have become
extremely popular and are widely used during COS (Bahceci et al., 2009; Devroey et al.,
2009; Younis et al., 2010; Huang et al., 2011; Kim et al., 2011; Tehraninejad et al., 2011).
A recent Cochrane review meta-analysis (Al-Inany et al., 2011), which was comparing
GnRH antagonist versus the long agonist protocol has apparently settled the ongoing
debate on the place of GnRH antagonists in infertility treatment. Johnston-MacAnanny et
al. (2011), in a retrospective review of patients undergoing their first IVF cycle and good
responders, showed that clinical and ongoing pregnancy rates and implantation rates were
similar in 755 patients in GnRH agonist and 378 in a GnRH antagonist protocol. Orvieto &
Patrizio, (2013) reported that multiple meta-analyses comparing GnRH agonist long with
GnRH antagonist protocols have yielded conflicting results for pregnancy rate and argues
that the equivalence of these two protocols is not as clear as it has been presented.
Controlled ovarian stimulation plays a major role in reproductive medicine and represents
a fundamental step on the way to a pregnancy using assisted reproductive techniques. In
conventional ovarian stimulation for IVF/ICSI, it is well known that, even in
normoresponders patients, the first treatment cycle exposes patients to a risk of either a low
or an excessive ovarian response. Our data indicates that GnRH—ag short protocol appears
to be slightly more effective than the GnRH-ant protocol, but shows statistically no
significant difference in pregnancy rate.

GnRH antagonists provide significant advantages in terms of fewer injections, fewer days,
and avoidance of the adverse effects of the agonist, including an immediate mode of
action, flexibility of use and reversibility of action as soon as the analogue is discontinued,

making the antagonist protocols an attractive modern approach for ovarian stimulation and
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probably the analogue of first choice for pituitary down-regulation (Copperman &
Benadiva, 2013).

In conclusion, a shorter duration of rFSH stimulation and administration of GnRH-ant
(with a lower probability of OHSS), and an insignificant difference in the rate of live births
compared with GnRH-ag. The retrospective design of the study prevents us from drawing
firm conclusions regarding the effect of GnRH analogues in normoresponders.
Furthermore studies, as well as randomized clinical trials, are required to knowledge of the

better protocol for to use in normoresponder women undergoing ART.
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Table 1. Characteristics for patients who received different protocols of gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) for pituitary suppression during controlled ovarian stimulation.
LabRep—HC-UFG, 2012.

Agonist Antagonist P
Physical characteristics
Cycles analyzed 25 25
Age (years) 33.76 £4.30  34.48 +4.54 0.46 ¢
BMI (Kg/m?®) 2430+290  23.50+2.70 0.86
Fertility characteristics
Duration infertility (years) 3.3+1.60 3.0+£1.20 0.53 ¢
Infertility 0.37¢
Primary 44% (11) 28% (07)
Secondary 56% (14) 72% (18)
Aetiology 0.9¢
Tubal factor 52% (13) 60% (15)
Endometriosis 48% (12) 20% (05)
Other cause 0% (0) 20% (05)
Basal female hormonal *
FSH (mUI/mL) 6.04 £2.13 5.53+145 0.34°¢
LH (mUI/mL) 3.44 £ 1.46 3.68 +1.50 0.79 €
Estradiol (pg/mL) 37.35+£25.23 58.06 +58.17 0.12°¢
Antral follicle count ” 4.37 £3.60 4.81 £2.60 0.59

* on cycle day 3

®> 3 follicles

¢ Mann-Whitney

4 x test

Values expressed as mean = SD or % (number)
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Table 2. Controlled ovarian stimulation and laboratory outcomes for patients who received
different protocols of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) for pituitary suppression
during controlled ovarian stimulation. LabRep—-HC-UFG, 2012.

Agonist Antagonist P
Ovarian stimulation
Days of rFSH (150 IU/day) 11.0£1.77 9.24 £2.22 0.0091 **
Total dose of rFSH required (IU) 2094 +352.39 1365 +£293.68 <0.0001 **
Pituitary down-regulation
Duration of suppression (days) 12 +1.63 3.60 £ 1.22 <0.0001 **
Total dose of GnRH (mg) 1.2+0.16 0.90 £0.30 0.0001 **
Clinical outcomes
Follicles > 16 mm (rhCG day) 6.76 £4.57 4.64 +3.21 0.04 ¢
Laboratory outcomes
Oocytes retrieved 5.92 £4.58 4.16£2.76 0.06°
MII oocytes 4.48 £4.02 3.16 £2.21 0.27°
2PN oocytes 220 +2.08 2.24 +2.31 0.91°
Embryos cleaved 204+2.0 2.16+2.24 0.94°
Embryos transferred (day 3) 1.80 +1.29 1.72 £ 1.40 0.83°
Fertilization rate 40.1% (45/112)  54.4% (43/79) 0.29°
Implantation rate 13.3% (06/45)  9.3% (04/43) 0.42°
Pregnancy per cycle 24% (06/25) 16% (04/25) 0.41°
Miscarriages 10% (01/10) 20% (02/10) 0.53°

* Mann-Whitney

®x? test

MII — metaphase 11

2PN — two pronucleus

Values expressed as mean = SD or % (number)
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

- As pacientes que utilizaram agonista do GnRH (protocolo curto)
apresentaram ligeira diferenca nos seguintes resultados laboratoriais: maior
namero de odcitos (= 16 mm) no dia do rHCG, odcitos recuperados e em
metafase Il. Contudo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

- Nao houve diferenca na taxa de gravidez quando os grupos foram
comparados.

- O protocolo com antagonista do GnRH proporcionou menor duracao da
estimulacao, dose total de gonadotrofina exégena e também da quantidade
total do antagonista utilizado.

Embora nédo tenha havido diferencas significativas nos resultados
analisados, o uso do protocolo flexivel com antagonista para inducao
ovariana apresenta algumas vantagens sobre o protocolo com agonista.
Facilita a manipulacao pela paciente usuéaria e possibilita 0 uso de doses
menores tanto de gonadotrofinas quanto do préprio antagonista, reduzindo o
custo do tratamento quando comparado ao protocolo com agonista do
GnRH. E em relacédo aos riscos de sindrome de hiperestimulacdo ovariana
(OHSS), a probabilidade de evitar tal intercorréncia durante a indu¢do da
ovulacao controlada proporciona seguranga ao tratamento e diminui a
chance de complicacoes.

A literatura ndo evidencia o protocolo ideal a ser utilizado no primeiro
ciclo de inducao da ovulacéo controlada de pacientes normo-respondedoras.

No entanto, o protocolo com antagonista proporcionou melhor custo-
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beneficio em relacdo a diminuicdo da duracao da estimulacdo e no nimero
de injegcbes tornando-o atraente as pacientes submetidas ao tratamento de
infertilidade.

Novos estudos, principalmente ensaios clinicos randomizados,
deveréao ser realizados para elucidar o protocolo ideal para mulheres normo-
respondedoras submetidas ao primeiro ciclo de reproducao assistida.

Nesse sentido, o protocolo com antagonista tornou-se a primeira
escolha no servico do Laboratério de Reproducdo Humana (LabRep-HC-
UFG), sendo o protocolo com agonista reservado para casos de ma resposta

ovariana entre outras particularidades.
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ANEXO 1 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

i UFG £.-

| MINISTERIO DA EDUCAGAD ol e
| UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOILAS
HOSPITAL DAS CLINICAS CORKECIMINTO. 3HMPHE PEISIATI
FROTOCOLO CEPFHC/UFG N'00T/2011 Goiiinia, 17/03/2011

INVESTIGADOR RESPONSAVEL: Dra Jalsi Tacon drruda
ORIENTADOR: Dr. Mirio Silva dpproiaia

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa analisou e aprovon o projeto de Pesquisa
acima referido, juntamente com os documentos apresentados ¢ estes foram considerados em

acordo com os princi pios &ticos vigentes,

Informamos que oo hd necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissiio Nacional de
Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa. O projeto pertence ao Grupo | (Reprodugio Humana),
porém, de acordo com a Resolugio 3032000 MS/CNS item [1, nfo serd enviado para a COMEP.

4 Apds 0 inicio da pesquisa, o pesquisador responsivel deverd encaminhar a0 CEFYHC/UFG,
relatérios semesirais do andamenio da pesquisa, data de encerramento, concluslo(Bes) ¢
publicag@io(des).

0O CEMHCUFG pode, a qualquer momento, farer escolha aleatérin de estwdo em

desenvolvimento para avaliacho ¢ verificagdo do cumpriments das normas da Fesolugdo 19696
(Marual Operacional Para Comités de Etica em Pesquisa — ftem 13)

Farm. Jm;l_h%

Coordenador do CEP/H
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ANEXO 2 — Segundo Melhor Péster apresentado durante o 22 Congresso

Goiano de Ginecologia e Obstetricia — Sociedade Goiana de Ginecologia e

Obstetricia

DE GINECOLOGIA
E OBSTETRICIA

'CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho com o titulo COMPARAGAO DOS RESULTADOS LABORATORIAIS
DO PROTOCOLO AGONISTA OU ANTAGONISTA DO GNRH NO PRIMEIRO CICLO DE
FIVIICSI de autoria de Jalsi Tacon Arruda, Carolina Rodrigues Mendonga, Liliam Borges

Fernandes, Tatiana Moreira Silva, Monica Canedo Silva Maia, Mario Silva Approbato, foi
premiado como 2° Melhor Péster durante o 2° CONGRESSO GOIANO DE GINECOLOGIA E
OBSTETRICIA realizado no periodo de 12 a 14 de junho de 2013, no Centro de Convencoes, em
Goiania - GO.

Goiania, 14 de junho de 2013.

= 2 e £. doosy

Zell ardes Costa Corival oz ’k ) =
Presidente da SGGO e do 2° Géngresso Presidente da Comissio Cientffica de Ginecologia Presidente da Comissdo Cientifica de Obstetricia

a de Castro Woashii Luiz ereira Rios
\

REALIZAGAO poi0
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ANEXO 3 — Normas para publicacao no JBRA Assisted Reproduction

Instrucdes para Autores

1. O JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist. Reprod) € publicagio oficial da Sociedade Brasileira de Reproducédo Assistida (SBRA
— www.sbra.com.br) e da Rede Latinoamericana de Reproducdo Assistida (www.redlara.com) para contetidos cientificos, com
periodicidade quadrimestral. E dirigido a especialistas e pesquisadores em satdde, particularmente ginecologistas, andrologistas,
bidlogos, urologistas e embriologistas. Sdo aceitos para avaliagdo estudos bdsicos e clinicos nas dreas de reproducdo assistida,
infertilidade, genética reprodutiva, imunologia reprodutiva, andrologia, microbiologia reprodutiva, laboratdrio em reproducio assistida e
endocrinologia ginecoldgica, sob a forma de artigos originais, artigos de revisdo, artigos de atualizacdo e relatos de caso (conforme
detalhamento a seguir). Os artigos podem ser submetidos nos idiomas portugués, espanhol ou inglés. Autores interessados em traduzir
seu artigo para inglés podem solicitar um or¢amento de traduc@o ao J Bras Rep Assist.

2. Artigos submetidos ao JBRA Assisted Reproduction devem ser inéditos, isto €, ndo devem ter sido publicados nem submetidos para
andlise por outras revistas, no todo ou parcialmente. Em casos de figuras jd publicadas, autorizacdo deve ser obtida e a fonte deve ser
citada. Uma vez publicados, os artigos passam a ser de propriedade da SBRA.

3. As Instrugdes para Autores do JBRA Assisted Reproduction incorporam as recomendacdes dos Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals. A versdo completa do texto estd disponivel em www.icmje.org. Manuscritos que
estiverem em desacordo com as instrugdes aqui apresentadas serdo devolvidos para a incorporacdo de ajustes antes da avaliagdo pelo
Conselho Editorial.

4. Todo artigo publicado no JBRA Assisted Reproduction passa pelo processo de revisdo por especialistas (peer review). Os artigos
submetidos sdo primeiramente encaminhados aos editores para uma avaliag@o inicial quanto ao escopo do trabalho e as exigéncias
editoriais do Jornal. Se a avaliac@o € positiva, o artigo é enviado a dois revisores especialistas na drea pertinente. Todo o processo €
andnimo, ou seja, os revisores sao cegos quanto a identidade dos autores e seu local de origem e vice-versa. Ap0s a avaliagdo do artigo
pelos revisores, os artigos podem ser aceitos sem modifica¢des, recusados ou devolvidos aos autores com sugestdes de modificagdes,
sendo que cada artigo pode retornar vdrias vezes aos autores para esclarecimentos e modificagdes, sem que isso implique
necessariamente a aceitacio futura do trabalho.

5. O nimero de autores de cada manuscrito fica limitado a seis. O conceito de co-autoria implica contribui¢iio substancial na concepg¢io
e planejamento do trabalho, andlise e interpretacdo dos dados e redacdo ou revisdo critica do texto. Contribuigdes significativas feitas ao
estudo, mas que nao se enquadram nesses critérios pode ser citado na se¢do de agradecimentos.

6. Artigos de pesquisas clinicas (clinical trials) devem ser registrados em um dos Registros de Ensaios Clinicos validados pelos critérios
estabelecidos pela Organizagdo Mundial da Satide e pelo International Committee of Medical Journal Editors (por exemplo,
www.actr.org.au, www.clinicaltrials.gov, www.ISRCTN.org, www.umin.ac.jp/ctr/index/htm e www.trialregister.nl). O ndmero de
identificagdo do estudo devera ser apresentado ao final do resumo.

7. Para textos que forem aceitos para publicacdo, uma declaracio, assinada por todos os autores devera ser enviada a revista, contendo as
seguintes informagdes: a) o manuscrito € original; b) o manuscrito néo foi publicado nem submetido a outra revista, nem o serd se vier a
ser publicado no JBRA Assisted Reproduction; c) todos os autores participaram ativamente na elabora¢do do estudo e aprovaram a
versdo final do texto; d) situagdes de potencial conflito de interesse (financeiro ou de outra natureza) estdo sendo informadas; e) foi
obtida aprovacdo do estudo pelo comité de ética da instituicdo a qual o trabalho estd vinculado (para artigos que relatam dados de
pesquisa experimental; f) foi obtido consentimento informado dos pacientes incluidos no estudo (quando aplicdvel). As informacdes
sobre a aprovagdo do estudo por comité de ética e a obtencdo de consentimento informado também devem constar na se¢do Métodos do
artigo.

8. Antes da publicacdo dos artigos aceitos, os autores correspondentes receberdo, via e-mail, em arquivo PDF, o artigo editorado para
aprovacdo. Nessa fase, as correcdes devem limitar-se a erros tipograficos, sem alteragdo do contetido do estudo. Os autores deverdo
devolver as provas aprovadas via e-mail ou fax até 48 horas ap6s o recebimento da mensagem.

Tipos de artigos publicados

Artigos originais. Trabalhos resultantes de pesquisa cientifica que apresentam dados originais sobre aspectos experimentais ou
observacionais de cardter médico, biolégico, bioquimico e psicossocial e incluem andlise estatistica descritiva e/ou inferéncias de dados
proprios. Esses artigos tém prioridade para publicagdo. Devem ser compostos de: pdgina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e
keywords, texto (dividido nas sec¢des Introducdo, Métodos, Resultados, Discussdo ou equivalentes, Conclusdes), agradecimentos (se

aplicdvel), lista de referéncias (maximo de 40), tabelas (se houver), legendas de figuras (se houver) e figuras (se houver).
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Artigos de revisdo. Trabalhos que t€m por objetivo resumir, analisar, avaliar ou sintetizar trabalhos de investigacdo ja publicados em
revistas cientificas. Devem incluir sintese e andlise critica da literatura levantada e ndo ser confundidos com artigos de atualizag@o.
Devem ser compostos de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e keywords, texto, lista de referéncias, tabelas (se houver),
legendas de figuras (se houver) e figuras (se houver).

Artigos de atualizagdo ou opinido. Trabalhos que relatam informagdes geralmente atuais sobre tema de interesse para determinadas
especialidades (por exemplo, uma nova técnica ou método). Tém caracteristicas distintas de um artigo de revisdo, visto que nao
apresentam andlise critica da literatura. Devem ser compostos de: pagina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e keywords, texto,
lista de referéncias, tabelas (se houver), legendas de figuras (se houver) e figuras (se houver).

Relatos de caso. Artigos que representam dados descritivos de um ou mais casos, explorando um método ou problema através de
exemplo(s). Os casos escolhidos devem ser de grande interesse, com doenga ou evolucdo incomuns ou submetidos a tratamentos
inusitados ou alternativos. Podem envolver humanos ou animais e devem apresentar as caracteristicas do individuo estudado (sexo,
idade, etc.). Devem ser compostos de: pigina de rosto, resumo e palavras-chave, abstract e keywords, texto (dividido nas se¢des
Introdugdo, Descricdo do caso e Discussdo ou equivalentes), lista de referéncias, legendas de figuras (se houver) e figuras (se houver).
Cartas ao leitor. Cartas ao editor comentando, discutindo ou criticando os artigos publicados no JBRA Assisted Reproduction serdo bem
recebidas e publicadas desde que aceitas pelo Conselho Editorial. Devem ser compostas de: titulo, nome do autor, identificacdo da
publicacdo que estd sendo comentada e lista de referéncias (se houver). Recomenda-se um maximo de 500 palavras, incluindo
referéncias. Sempre que possivel, uma resposta dos autores serd publicada juntamente com a carta.

Preparacio dos originais

Utilize preferencialmente o processador de texto Microsoft Word®. Os trabalhos devem ser digitados em fonte Times New Roman
tamanho 12, espaco simples, alinhados a esquerda, iniciando cada se¢@o em pagina nova, na seguinte ordem: pagina de rosto, resumo e
palavras-chave, abstract e keywords, texto, agradecimentos, lista de referéncias, tabelas, legendas de figuras e figuras. Todas as paginas
devem ser numeradas.

Os trabalhos deverdo ser estruturados e incluir as seguintes partes:

A. Pagina Inicial: deverd conter o titulo do trabalho (ndo abreviar ou utilizar maidsculas), nomes dos autores, identificacdo dos autores
(titulo, cargo, institui¢do onde trabalha, cidade e pais), instituicdo onde o trabalho foi realizado, dados para contato.

B. Introduc@o: deverd ser informativa e curta, esclarecendo como o trabalho foi conduzido.

C. Materiais e Métodos: indicar o local, nimero e tipo de “sujeitos”, principais procedimentos, ensaios, testes ou tratamentos realizados;
D. Resultados/Discussdo: confirmar ou ndo a hipétese apresentada, com embasamento em estatisticas, se for o caso.

E. Conclusdes: informar as principais descobertas do estudo e especificar quais destes complementam os ji existentes.

F. Abreviagdes: sdo permitidas, desde que acompanhe de defini¢do prévia.

G. Grificos, tabelas e imagens: serdo aceitos, porém serdo contados como caracteres.

H. Palavras-chave: Mencionar de 2 a 5 palavras-chave.

1. Referéncias: identificar no texto com niimero entre parénteses, de forma seqiiencial.

Quantidade maxima de palavras: Trabalho completo: 2.000 (duas mil), Resumo: 250. (As diferentes partes do trabalho - introducio,
materiais e métodos, resultados/discussao, conclusdes - deverdo estar em negrito).

Formatac@o: Times New Roman ou Arial n° 12, espago duplo.

Siglas devem ser definidas por extenso na primeira ocorréncia no texto; apés a primeira ocorréncia, somente a sigla deverd ser utilizada.
No resumo, o uso de siglas deve ser evitado.

Substancias devem ser apresentadas utilizando seu nome genérico. Se relevante, o nome comercial da substincia e o fabricante podem
ser informados entre parénteses.

A apresentac¢io de unidades de medida deve seguir o sistema internacional (SI).

Genes de animais devem ser apresentados em itdlico com inicial maidscula (exemplo: Sox2); genes de seres humanos também devem ser
apresentados em itdlico, porém com todas as letras maitsculas (exemplo: SOX2). Proteinas devem seguir o mesmo padrio de
maidsculas/mindsculas, porém sem itdlico.

Pagina de rosto

A pégina de rosto deve conter:

- Titulo conciso e explicativo, representando o contetido do trabalho, em portugués, espanhol e inglés.

- Titulo resumido (maximo de 40 caracteres)

- Nomes dos autores

- Afiliacdo dos autores, indicando departamento/unidade, institui¢do e regido geografica
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- Nome da institui¢@o onde o trabalho foi executado

- Informagdes sobre auxilios recebidos sob a forma de financiamento, equipamentos ou medicamentos

- Congressos onde o estudo foi apresentado

- Nome, endereco, telefone, fax e email do autor correspondente

Resumo e abstract

Todos os trabalhos devem apresentar um resumo em portugués e um abstract em inglés. Trabalhos escritos em espanhol devem
apresentar, além do resumo no idioma original, também um resumo em portugués e um abstract em inglés. O contetido dos textos deve
ser idéntico, e ndo deve ultrapassar 250 palavras. Para artigos originais, o resumo deve ser estruturado como segue: Objetivo, Métodos,
Resultados e Conclusdes. Para relatos de caso, artigos de revisdo e artigos de atualizag@o, o resumo ndo deve ser estruturado. Deve-se
evitar o uso de abreviacdes no resumo, e nao devem ser citadas referéncias.

Logo ap6s o resumo/abstract/resumen, deverdo ser apresentadas de trés a seis palavras-chave que sejam integrantes da lista de
Descritores em Ciéncias da Satde (http://decs.bvs.br).

Agradecimentos

Esta sec@o € dedicada a reconhecer o trabalho de pessoas que tenham colaborado intelectualmente, mas cuja contribui¢do nao justifica
co-autoria, ou de pessoas ou institui¢des que tenham dado apoio material.

Referéncias

No texto, as citagdes serdo identificadas entre parénteses, pelo sobrenome do autor seguido do ano de publica¢do. Exemplos: um autor
(Steptoe, 1978), dois autores (Edwards & Steptoe, 1980), mais de dois autores (Van Steirteghem et al., 1988).

A lista de referéncias deve ser apresentada em ordem alfabética (dltimo sobrenome de cada autor seguido das duas primeiras iniciais), e
nao deve ser numerada. Trabalhos do mesmo autor devem ser ordenados cronologicamente; trabalhos de mesmo autor e ano devem ser
identificados com letras apds o ano (2000a, 2000b, etc.). A apresentacdo das referéncias seguird os modelos propostos nos Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (ver exemplos a seguir). Todas as referéncias citadas na lista devem ser
mencionadas no texto e vice-versa.

1. Artigo de periddico

Edwards RG, Steptoe PC, Purdy JM. Establishing full-term human pregnancies using cleaving embryos grown in vitro. Br J Obstet
Gynaecol. 1980;87:737-56.

2. Livro

Wolf DP, Quigley MM, eds. Human in vitro fertilization and embryo transfer. New York: Plenum Press; 1984.

3. Capitulo de livro

Simpson JL. Gonadal dysgenesial and sex abnormalities: phenotypic-karyotypic correlations. In: Vallet HL, Porter IH, eds. Genetic
mechanisms of sexual development. New York: Academic Press; 1979. p. 365-77.

4. Artigo de revista eletronica

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [revista eletronica]. 2002 Jun
[citado 2002 ago 12];102(6):[aproximadamente 3 p.]. Disponivel em: http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm.

5. Artigo publicado na Internet:

Wantland DJ, Portillo CJ, Holzemer WL, Slaughter R, McGhee EM. The effectiveness of web-based vs. non-web-based interventions: a
meta-analysis of behavioral change outcomes. J] Med Internet Res. 2004;6(4):e40. Disponivel em: http://www.jmir.org/2004/4/e40/.
Acessado: 29/11/2004.

6. Site

OncoLink [site na Internet]. Philadelphia: University of Pennsylvania; c1994-2006. [atualizado 2004 set 24; citado 2006 mar 14].
Disponivel em: http://cancer.med.upenn.edu/.

7. Software

Smallwaters Corporation. Analysis of moment structures: AMOS [software]. Version 5.0.1. Chicago: Smallwaters; 2003.

Tabelas e figuras

Tabelas e figuras (graficos, fotografias, etc.) devem ser numeradas em algarismos ardbicos conforme a ordem de aparecimento no texto e
devem ter legendas individuais, apresentadas ao final do trabalho. Cada tabela e figura devem ser submetidas em folha separada.

Nas tabelas, deverdo ser utilizadas apenas linhas horizontais, e cada dado devera constar em uma célula independente. Explicagdes sobre
itens das tabelas devem ser apresentadas em notas de rodapé identificadas pelos seguintes simbolos, nesta seqiiéncia: *,7, %, §,
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Figuras em geral (gréficos, fotografias, etc.) serdo publicadas em preto e branco. Despesas com a eventual reproducdo de fotografias em
cor serdo de responsabilidade do autor.

Figuras podem ser submetidas eletronicamente, nas extensdes .jpg, .gif ou .tif, com resolu¢do minima de 300 dpi (para possibilitar uma
impressao nitida), ou por correio (ver instrugcdes de envio mais adiante). Todas as figuras enviadas pelo correio devem ser identificadas
no verso com o uso de etiqueta colante contendo o nome do primeiro autor, o nimero da figura e uma seta indicando o lado para cima.
Fotografias escaneadas ndo serdo aceitas; fotografias em papel devem ser encaminhadas pelo correio. Fotografias de pacientes nao
devem permitir sua identificagdo.

Griéficos devem ser apresentados somente em duas dimensdes.

Figuras jd publicadas e incluidas em artigos submetidos devem indicar a fonte original na legenda e devem ser acompanhadas por uma
carta de permissao do detentor dos direitos (editora ou revista).

Envio/submissao de artigos

Os artigos devem ser submetidos preferencialmente por email (jornalsbra@cmb.com.br). Texto e figuras devem ser enviados como um
anexo a mensagem. Figuras (exclusivamente graficos e fotografias digitais) podem ser enviadas nas extensdes .jpg, .gif ou .tif, com
resolu¢do minima de 300 dpi e tamanho maximo total (do conjunto de figuras) de 3 MB.

Se a submissdo por email ndo for possivel, duas copias do texto e figuras devem ser enviadas para o enderego a seguir:

Profa. Dra. Maria do Carmo Borges de Souza

Editora do Jornal Brasileiro de Reprodu¢@o Assistida

Centro Médico BarraShopping

Av. das Américas, 4666, salas 312/313

CEP 22649-900 — Rio de Janeiro, RJ

Fone: (21) 2430.9060

Fax: (21) 2430.9070

http://www.sbra.com.br
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