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RESUMO

Introducdo: A estimulacdo ovariana controlada tornou-se parte integrante
no tratamento da infertilidade. As op¢Oes de tratamento com gonadotrofinas
recombinantes adicionaram mais conhecimento da foliculogénese e
esteroidogénese ovariana. O uso do horménio luteinizante recombinante é
controverso em pacientes que passam por estimulacdo ovariana e tem sido
amplamente debatido. Objetivo: Comparar os efeitos da suplementacéo de
LHr para a estimulagcédo ovariana controlada com FSHr em um protocolo com
antagonista de GnRH em ciclos de FIV/ICSI. Métodos: Estudo caso-controle
com 113 pacientes atendidas em um centro universitario na cidade de
Goiania, idade entre 34 a 42 anos, as quais foram divididas em dois grupos
de acordo com a estimulagdo ovariana: Grupo | (n= 60): FSHr (grupo
controle) e Grupo Il (n=53): FSHr + LHr (grupo tratado). Estes grupos foram
comparaveis para idade, IMC, duracdo da infertilidade, niveis séricos de
FSH, LH e estradiol. Foram analisados numero de ovdcitos coletados e em
metafase Il, taxa de fertilizacdo, taxa de clivagem embrionaria, taxas de
gravidez quimica e clinica. A andlise de dados foi realizada pelo programa
estatistico Bioestat 5.3®. As diferencas de proporcdes foram avaliadas por
teste de Qui-quadrado e as médias pelo teste Wilcoxon Mann-Whitney. p <
0,05 foi considerado estatisticamente significante. Resultados: A média de
idade das pacientes do Grupo | foi 37,3 £ 2,1 anos e do Grupo Il de 37,9 =
2,4 anos (p > 0,05). A comparabilidade das outras principais caracteristicas
(duracao da infertilidade, indice de massa corporal, FSH, LH e estradiol
basal) foram também observadas entre os Grupos | e Il (p > 0,05). Nao
houve diferenca significativa entre os dois grupos em relacdo ao: nimero de
ovocitos captados (Grupo I= 4,9 £ 2,1; Grupo llI= 5,7 £ 2,6; p= 0,061),
namero de ovAcitos em metafase Il (Grupo I= 3,4 + 1,6; Grupo |I=4,0 + 1,9;
p= 0,060), taxa de fertilizacdo (Grupo I= 65,3%; Grupo II= 69,4%; OR 1,20;
IC 95% 0,85-1,70; p= 0,282), taxa de clivagem embrionéria (Grupo I= 85,4%;
Grupo lI= 88,5%; OR 1,31; IC 95% 0,73-2,36; p= 0,355), taxa de gravidez
quimica (Grupo I= 20,0%; Grupo ll= 24,5%; OR 1,30; IC 95% 0,53-3,16; p=
0,562) e taxa de gravidez clinica (Grupo I= 20,0%; Grupo llI= 22,6%, OR
1,17; 1IC 95% 0,47-2,89; p= 0,731). Concluséo: Neste estudo concluiu-se
gue a suplementacdo com LHr ndo demonstrou beneficio em relacdo as
variaveis analisadas durante a estimulacdo ovariana controlada com
antagonistas de GnRH.

Palavras-chave: estimulacdo ovariana, fertilizacdo in vitro, hormonio
luteinizante recombinante, suplementagéo com LH
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ABSTRACT

Background: Controlled ovarian stimulation has become an integral part of
infertility treatment. Treatment options with recombinant gonadotrophins add
more to knowledge on folliculogenesis and ovarian steroidogenesis. The role
of recombinant luteinizing hormone is controversial undergoing ovarian
stimulation and has been widely debated. Objective: To compare the effects
of supplementation with recombinant luteinizing hormone (rLH) for controlled
ovarian stimulation with recombinant follicle stimulating hormone (rfFSH) in a
protocol with GnRH-antagonist in cycles of IVF/ICSI. Methods: Case-control
study with 113 patients attended at a university center in the city of Goiania,
aged between 34-42 years, who were divided into two groups according to
an ovarian stimulation scheme: Group | (n= 60): rFSH (control group) and
Group Il (n=53): rFSH + rLH (treated group). These groups were comparable
for age, BMI, duration of infertility, serum FSH, LH and estradiol. Numbers of
oocytes collected and in metaphase I, fertilization rate, embryos rate and
rates of chemical and clinical pregnancy were analyzed. Data analysis was
conducted using the statistical software BioStat ® 5.3. Differences in
proportions were assessed by chi-square test and means by Wilcoxon Mann-
Whitney test. P < 0,05 was considered statistically significant. Results: The
mean age of patients in Group | was 37.3%£2.1 years and Group Il 37.9+2.4
years (P > 0.05). The comparability of the other main characteristics
(duration of infertility, BMI, FSH, LH and basal estradiol) were also observed
between Groups | and Il (P > 0.05). There was no significant difference
between the two groups regarding: number of oocytes retrieved (Group |I=
49+ 2.1, Group lI= 5.7 £ 2.6, P= 0.061), number of oocytes in metaphase |l
(Group 1=3.4 + 1.6, Group II=4.0 £ 1.9, P=0.060), fertilization rate (Group I=
65.3%, Group II= 69.4 %, OR 1.20, 95% CI 0.85-1.70, P= 0.282), embryos
rate (Group I= 85.4%, Group lI= 88.5%, OR 1.31, 95% CI 0.73-2.36, P=
0.355), rate of chemical pregnancy (Group I= 20.0%, Group lI= 24.5%; OR
1.30, 95% CI 0.53-3.16, P= 0.562) and clinical pregnancy rate (Group I=
20.0%, Group IllI= 22.6%, OR 1.17, 95% CI 0.47-2.89, P= 0.731).
Conclusion: In this study it was concluded that supplementation with r-LH
showed no benefit with respect to variables during controlled ovarian
stimulation with GnRH antagonists.

Key-words: ovarian stimulation, in vitro fertilization, recombinant luteinizing
hormone, supplementation LH
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define infertilidade como a
auséncia de gravidez ap6s um ano de relacBes sexuais regulares sem uso
de contracepgédo (GNOTH et al., 2005).

O tratamento reprodutivo para casais inférteis tem evoluido
rapidamente desde o nascimento de Louise Brown, o primeiro bebé nascido
de uma fertilizacdo in vitro (FIV) (STEPTOE; EDWARDS, 1978). Novas
técnicas de tratamento, novas tecnologias utilizadas em laborat6rio e novas
medicacbes compdem um arsenal de opc¢bes que tem contribuido no
tratamento desses casais (YOVICH, 2011).

Homens e mulheres inférteis buscam tratamentos que podem
envolver desde procedimentos simples até os mais complexos, como as
intervencdes cirdrgicas e as técnicas de reproducdo assistida (TRAS). A
garantia de acesso das pessoas a esses tratamentos, segundo a
Organizacao das Nacdes Unidas (ONU), é uma das metas a serem atingidas
até 2015 por diversos paises, entre eles o Brasil (United Nations, 2000).

A estimulacdo ovariana € um dos passos fundamentais para o
sucesso das TRAs que consiste em aumentar a exposi¢cdo dos ovarios as
gonadotrofinas, promovendo o crescimento de multiplos foliculos ovarianos
por ciclo. Além disto, 0 aumento da concentracdo das gonadotrofinas nas
células da granulosa produz aumento da sintese de estradiol, fatores de

crescimento e de receptores hormonais, cuja acdo sinérgica torna o
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ambiente folicular mais adequado para o desenvolvimento de ovocitos
viaveis (MACKLON et al., 2006).

A escolha do esquema de estimulacéo ovariana que produza a melhor
resposta folicular da maneira mais fisiolégica possivel é o objetivo dos
especialistas que atuam em medicina reprodutiva. Os esquemas de
estimulacdo ovariana tém sido aprimorados por meio da utilizacdo de novas
opcOes terapéuticas (MACKLON et al., 2006). Sdo medicacbes que utilizam
horménio foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH) para que o
crescimento dos foliculos seja completo.

Estudos indicam que a suplementacdo com LH recombinante (LHr) ao
FSH recombinante (FSHr) € indicada durante a estimulacdo do
desenvolvimento folicular  em mulheres com hipogonadismo
hipogonadotréfico (HH) (HOWLES et al., 2011), mulheres que tiveram niveis
séricos enddgenos de LH <1,2 IU/I (LEHERT et al., 2014), ma resposta
ovariana anterior que se sumbmeteram a monoterapia com FSHr e aquelas
com idade >35 anos (ALVIGGI et al., 2006; BOSCH et al., 2011).

Apesar destes potenciais beneficios, o uso do LHr durante a
estimulacdo ovariana € controverso e tem sido amplamente debatido
(DAHAN et al., 2014; RAMACHANDRA et al., 2014).

Meta-analises anteriores sugeriram que ndo haveria qualquer
melhoria nos resultados de gravidez com a suplementacdo de LHr
(KOLIBIANAKIS et al.,, 2007; MOCHTAR et al.,, 2007). No entanto, um
estudo com mulheres normogonadotréficas mostrou um aumento do namero
de ovacitos, taxa de implantacdo e taxa de nascidos vivos naquelas que

utilizaram a suplementa¢cdo com LHr (FRANCO et al., 2009).
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O desenvolvimento deste estudo justifica-se pela necessidade da
utilizacdo do LHr associado ao FSHr durante a estimulacdo ovariana em
procedimentos de reproducdo assistida e sua contribuicdo em termos de

qualidade ovocitaria, clivagem embrionaria e gravidez.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histoérico

O uso de gonadotrofinas humanas vem sendo feito com a finalidade
de conseguir ovulacdo e gravidez. Gemzell et al. (1958) publicaram o
primeiro caso de gravidez utilizando gonadotrofina hipofisaria humana,
obtida de extratos hipofisarios humanos.

Lunenfeld et al. (1960) publicaram um estudo sobre a inducdo da
ovulacdo e gestacbes em pacientes anovulatérias com gonadotrofinas
humanas, obtidas da urina de mulheres menopausadas denominada
gonadotrofina menopausada humana (hMG). As primeiras preparacoes
tinham apenas 5% de pureza e continham FSH, LH e proteinas urinarias.

A partir dos anos 80, o surpreendente desenvolvimento da FIV
introduziu novos conhecimentos dos mecanismos que controlam a
hiperestimulacdo ovariana induzidas pelas gonadotrofinas (FAUSER, 1993).

Muitos protocolos de indugcédo de ovulacdo foram criados, com suas
vantagens e desvantagens, todos com o objetivo comum de um controle do
desenvolvimento folicular através de ultrassonografias e dosagens seriadas
de estradiol sérico (SCHOOT et al., 1992).

No final dos anos 80 os analogos do GnRH (horménio liberador de
gonadotrofina) foram introduzidos nos protocolos de hiperestimulagéo
ovariana controlada, em combinacdo com gonadotrofinas, depois de suas ja
consagradas aplicacdes clinicas, a partir do conhecimento dos fenbmenos

regulatorios do eixo hipotalamo-hipéfise-ovario (HHO) (BUSSO et al., 1999).
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Em 1980, surgiu uma nova preparacdo de FSH urinario (FSHu),
porém com atividade minima de LH. Posteriormente, foi usada para a
estimulacdo ovariana em pacientes com Sindrome de Ovarios Policisticos
(SOP) (FLAMIGNI, 1980), e nos programas de FIV para a producédo de
multiplos foliculos (SHAW et al., 1985).

Em 1993, com uma nova metodologia de extracdo do FSHu obteve-
se o chamado FSH-HP (Metrodin HP), ou seja, o FSH altamente purificado
(LUNENFELD, 2002).

A grande demanda mundial por gonadotrofinas acabou por dificultar a
sua disponibilidade. Houve a necessidade de se produzi-las por outros
métodos que ndo apenas a purificacdo da urina de mulheres
menopausadas. Por volta de 1994 cerca de 30 milhdes de litros de urina por
ano eram necessarios para cobrir a demanda mundial de gonadotrofinas
(LUNENFELD, 2002).

Desse modo, surgiu a tecnologia de DNA recombinante, com
capacidade de produzir gonadotrofinas de alta pureza, excelente eficacia, e
custo relativamente igual ao das gonadotrofinas urinarias (LUNENFELD,
2002). Assim, foi possivel produzir FSH, LH e hCG (gonadotrofina coriénica
humana) para emprego terapéutico sem necessidade de extracéo de fluidos

humanos (LOUMAYE et al., 1995).

2.2 FISIOLOGIA DO CICLO OVULATORIO

O bom funcionamento do ciclo reprodutivo depende

fundamentalmente da acdo de um complexo mecanismo, coordenado pelo
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eixo HHO. Os sistemas nervoso e enddcrino funcionam em sintonia de modo
a permitir respostas de acordo com as necessidades do organismo

(BECKMANN et al., 2006).

2.2.1 Hipotalamo

O hipotalamo encontra-se situado abaixo do talamo, fazendo parte
integrante do diencéfalo. E constituido fundamentalmente por substancia
cinzenta que se agrupa em nucleos. Entra na composicdo da base do
terceiro ventriculo, envolvendo o quiasma oOptico (ZUPAN et al., 2003).

Apesar das suas pequenas dimensdes, este 0Orgdo recebe
informacdes oriundas de todas as partes do corpo, tendo como funcdo
principal regular a acdo da hipofise. Este processo ocorre pela liberacdo de
GnRH, liberacdo esta que ocorre de forma pulsatil a intervalos de 70 a 90
minutos (BECKMANN et al., 2006).

A secrecao hipotalamica do GnRH pode atingir a hipoéfise através de
duas vias: direta e indireta. A via direta é representada pelo trato hipotalamo-
hipofisario que faz a comunicacdo entre o hipotalamo e a hipdfise. A via
indireta pode ocorrer de dois modos: 1) através do sistema porta-hipofisario,
onde os axbnios dos nucleos hipotalamicos, que terminam nas paredes dos
capilares deste sistema, liberam sua secrecdo que atinge entdo as células
da adenohipdfise; 2) através de alguns neurdnios especiais denominados
tanicitos, que seriam responséaveis pelo transporte da neurossecre¢do para
outros neurdnios ou, ainda, para o sistema porta-hipofisario (SCHWANZEL-

FUKUDA & PFAFF, 1989).
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y orpo mamilar

eminéncia mediana
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Figura 1. O hipotalamo e a hipdfise (Fonte: SEELEY et al., 2003).

2.2.2 Hipofise

A hipdfise corresponde a continuacao do infundibulo e, encontra-se
situada na sela tdrcica do osso esfenodide. Esta glandula apresenta-se
dividida em duas partes com func¢@es distintas: a neuro-hipéfise ou hipdéfise
posterior e a adeno-hipéfise ou hipofise anterior. A neuro-hipo6fise encontra-
se ligada ao hipotdlamo por feixes nervosos, que provém do ndcleo
paraventricular e supradptico do hipotdlamo e a adeno-hipéfise (ZUPAN et
al., 2003).

A adeno-hipofise tem por funcdo produzir diversos horménios: o
hormdnio do crescimento (GH), a prolactina (PRL), que é essencial para o
desenvolvimento da mama e para o fenbmeno da lactacdo, o hormdnio
tireoestimulante  (TSH), horménio  adrenocorticotréfico (ACTH) e
gonadotrofinas (FSH e LH) que sdo fundamentais para o bom funcionamento
do sistema reprodutor feminino. O FSH tem por funcdo promover o

desenvolvimento dos foliculos nos ovarios, a fim de um deles se transformar
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num foliculo de Graaf, maduro, contendo um ovdcito maduro. O LH por sua
vez estimula a formacdo do corpo amarelo nos ovarios, no local de rutura do
foliculo de Graaf, com a finalidade de produzir progesterona, tendo este
horménio como funcdo proporcionar um meio adequado a implantacdo do
ovocito fertilizado na parede do utero, devido ao aumento da circulacéo

sanguinea do local e ao crescimento de células (HOWLES, 2000).

2.2.3 Ciclo ovariano

A partir da menarca, os ovarios da mulher ndo gravida seguem um
ciclo dividido em trés fases: fase folicular, fase ovular e fase lutea. Estas
fases sdo coordenadas por uma série de hormoénios como o GnRH, FSH,
LH, estrogénios e progesterona, variando as suas concentracdes ao longo
do ciclo ovariano (WINIKOFF; WYMELENBERG, 1997).

Observa-se na figura 2, a fase folicular é caracterizada pelo
desenvolvimento dos foliculos priméarios sob acdo do FSH. Apesar de serem
varios os foliculos primarios a iniciarem a maturacdo num ciclo, apenas um
foliculo ou dois entram em maturacdo, entrando 0S outros em processo
degenerativo. Os foliculos mais maduros vao libertar estrogénios e inibina,
horménios que tem por funcdo inibir a acdo do FSH sobre os outros
foliculos. Quando um foliculo chega a sua maturidade total € denominado de
foliculo de Graaf. Isso ocorre gracas a liberacdo de GnRH pelo hipotalamo
no inicio de cada ciclo que, vai atuar sobre a hipdfise para libertar o FSH que
por sua vez, estimula as células granulosas a converter os androgénios em

estrogénios. Quando a concentracdo de estrogénios atinge certa quantidade,
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vai suprimir a liberacdo de FSH pela adeno-hipéfise, mas por outro lado, vai
promover o aumento da liberacdo de LH, ja numa fase final da fase folicular,

um a dois dias antes da ovulacdo (GANONG, 2007).

Fase Fase
folicular Iatea

FSH
LH

Desenvolvimento /&
folicular °

Foliculos Foliculo Foliculo Ovulagao Corpo liteo Corpo albicante
primarios antral dominante

Inibina B

Inibina A

Estradiol
Progesterona

e FETT AL D i E E R % 4

ferativa Secretéria

Figura 2. Ciclo Ovariano (Fonte: HALL, 2009).

Quando o foliculo de Graaf atinge a sua maturacdo maxima ocorre a
liberacdo do ovdcito, iniciando assim a segunda fase do ciclo ovariano, a
ovulacdo. Nessa parte do ciclo, o0 aumento de LH iniciado horas antes da
ovulacao é responsavel pelo aumento da concentracao de prostaglandinas e
enzimas proteolitcas na parede folicular. Estas substancias séo
responsaveis pela alteracdo da estrutura da parede folicular, facilitando a
saida do ovdécito por perfuracao do foliculo (OLIVE; PALTER, 2007).

Apo6s a ovulagdo, a estrutura folicular restante é transformada no
principal regulador da fase lutea que, tem como objetivo principal a producao
do corpo luteo ou corpo amarelo. Nesta ultima fase do ciclo ovariano os
estrogénios produzidos pelo foliculo decrescem e a producdo de

progesterona produzida pelas células do corpo amarelo aumenta, uma vez
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que este hormdnio vai contribuir para o fornecimento de nutrientes para a
gestacdo. As concentracOes de estrogénios e progesterona vao ter um efeito
de feedback negativo sobre o GnRH e consequentemente diminui¢do de LH
e FSH, diminuindo assim a estimulacdo para o recrutamento de outro
foliculo. Caso ocorra fecundacéo, a placenta ir4 produzir hCG que tem por
funcdo manter o corpo amarelo (SEELEY et al., 2001).

A manutencdo do corpo lateo depende da producdo de LH que é
mimetizado pelo hCG quando ocorre fecundacéo. No entanto, quando isso
nao ocorre o corpo luteo degenera. Nesta fase os niveis de estrogénios e
progesterona diminuem, fazendo com que os niveis de FSH e LH voltem a
aumentar induzindo assim o desenvolvimento de um novo foliculo (OLIVE;

PALTER, 2007).

2.3 INDUCAO DA OVULACAO

A estimulacdo ovariana é um dos passos fundamentais para o
sucesso na aplicacdo das técnicas de reproducao assistida.

Varios hormbénios s&do administrados com essa finalidade:
contraceptivos orais combinados, utilizados no ciclo prévio a estimulacdo
ovariana; citrato de clomifeno; agonistas do GnRH, utilizados para o bloqueio
do HHO e também para a inducdo da maturacao final dos foliculos em ciclos
de antagonistas de GnRH; antagonistas do GnRH, utilizados para o bloqueio
do eixo HHO; horménio estimulador de foliculos (FSH), principal hormdénio
na inducdo da ovulacdo, que pode ser derivado da urina de mulheres

menopausadas, recombinante e, mais atualmente, a forma recombinante de
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liberacdo prolongada (corifolicotrofina alfa); hCG, utilizado na inducdo da
maturacdo final dos odcitos, disponivel na forma derivada da urina e na
forma recombinante; LH, utilizado como coadjuvante na inducdo da
ovulagdo, que pode ser derivado da urina de mulheres menopausadas ou
recombinante; e letrozol, um modulador seletivo do receptor do estradiol,
que pode também pode ser utilizado como coadjuvante na inducdo da
ovulacdo (MARTINS et al., 2010).

Essas drogas podem ser utilizadas de forma isolada ou combinada,
dependendo de varias caracteristicas relacionadas as pacientes e aos

proprios medicamentos (BUSSO et al., 2000).

2.3.1 Contraceptivos orais combinados no ciclo prévio a inducao

A estimulacdo ovariana normalmente € iniciada nos primeiros dias do
ciclo menstrual. Para facilitar o agendamento dos procedimentos, tanto para
as mulheres submetidas ao tratamento quanto para os centros de
reproducao assistida, contraceptivos orais combinados tém sido utilizados no
ciclo prévio para programar a menstruacdo. Tal pratica ganhou ainda mais
adeptos apos ter sido demonstrado que o0 seu uso estava relacionado a um
menor numero de cancelamentos do ciclo, por diminuicdo da presenca de
cistos ovarianos e supressao do eixo HHO obtendo-se menos dias de GnRH

(BILJAN et al., 1998).
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2.3.2 Citrato de clomifeno e letrozol

Apesar de ndo serem hormoénios, o tamoxifeno e o letrozol sdo drogas
utilizadas para inducéo da ovulacéo. O citrato de clomifeno é o medicamento
mais comumente usado na inducdo da ovulacdo. O mecanismo de acéo
sobre a infertilidade ocorre através da ligacado aos receptores de estrogénio
no hipotdlamo como agonista parcial, levando a uma inibicdo, o que €
percebido pelo hipotalamo como uma queda dos niveis de estradiol circu-
lantes. Em resposta, o0 hipotdlamo estimula a hipéfise a liberar
gonadotrofinas, o que leva a estimulacdo ovariana, resultando em ovulacéo.
Com estimulo maior ha aumento do risco de gestacdo multipla que pode
raramente levar a sindrome de hiperestimulacdo ovariana. Tém sido
relatados efeitos colaterais com o clomifeno, principalmente disturbios
gastricos e intestinais, fogachos, inchaco, cefaleia, tonturas, depressao e
desconforto nas mamas (CASPER; MITWALLY, 2006).

Ndo ha exame clinico ou laboratorial que possa predizer com
precisdo, a dose necessaria de citrato de clomifeno para provocar uma
ovulacdo. A dose usual € de 50mg por dia durante cinco dias, mas na
auséncia de resposta deve-se acrescentar 50mg por ciclo até um maximo de
200 a 250mg por dia (FRANCO JR; SCHIMBERNI, 1985).

O letrozol faz parte da terceira geracdo de drogas inibidoras da
aromatase, sendo bastante utilizada para o tratamento do cancer de mama
devido a sua acdo antiestrogénica. Sua administracdo durante a inducéo da
ovulacdo faz diminuir a sintese ovariana de estrogénios e promove um

discreto aumento dos niveis androgénicos intra-ovarianos. A hipdfise, que
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nao é afetada pelo uso de letrozol, responde a queda nos niveis sericos de
estrogénio com um aumento da liberacdo de FSH, estimulando o
crescimento dos foliculos ovarianos. Conforme os foliculos vao crescendo e
a producéo de estrogénio aumentando, a hipéfise, conforme seu mecanismo
natural de feedback, diminui a secrecdo de FSH, provocando a atresia dos
foliculos menores e levando, geralmente, a uma ovulacdo unica (CASPER;

MITWALLY, 2006).

2.3.3 FSHrecombinante

Apesar do primeiro nascimento de um humano por meio das técnicas
de FIV, em 1978, ter sido obtido por meio da aspiracdo de um ovocito de um
ciclo natural, em pouco tempo foi demonstrado que as taxas de sucesso
poderiam ser significativamente melhoradas através de um estimulo
multifolicular obtido com o uso de gonadotrofinas exégenas (HUGHES,
2002).

A primeira inducdo da ovulacdo com FSH foi realizada com
gonadotrofinas derivadas de hipofises humanas obtidas de autépsia;
entretanto, tal preparado foi retirado do mercado no final da década de 1990
(LE COTONNEC et al., 1994).

Posteriormente, o FSH utilizado para estimulagdo ovariana era obtido
da urina de mulheres menopausadas (hMG). O principal problema
encontrado no hMG é o fato de apresentar, além do FSH, também o LH, que
pode ser deletério quando presente nas fases iniciais da estimulagéo

ovariana (LE COTONNEC et al., 1994).

Introdugdio 28



Para contornar tal problema, através da utilizacdo de anticorpos
monoclonais, tentou-se purificar o FSH contido na hMG, criando-se o FSH-
HP, conseguindo uma pureza de 95%, muito mais elevada que o 1 a 2%
encontrado no hMG. Tal pureza, reduzindo o total de proteinas, permitiu a
administracdo por via subcutanea, apresentando farmacocinética
semelhante e excelente biodisponibilidade, comparaveis com o uso do hMG
intramuscular (LE COTONNEC et al., 1994).

A purificagdo completa sé foi obtida através da tecnologia do DNA
recombinante que também permitiu a producdo de FSH em larga escala,
sendo que, mais recentemente, foi desenvolvida até uma forma com meia-
vida mais longa, capaz de levar a estimulacdo folicular sustentada por até
uma semana, a corifolitrofina alfa, sendo necesséaria uma aplicacdo Unica
para se obter o recrutamento folicular desejado (BAKER et al., 2009).

A dose inicial depende: da idade da paciente, do nivel de FSH
plasmatico na fase folicular inicial, da presenca ou ndo de anovulacdo
cronica e da resposta prévia a estimulacéo (se houver). A variacdo da dose
é feita entdo de acordo com as necessidades e particularidades de cada

paciente (LUNENFELD et al., 2002).

2.3.4 Corifolitrofina alfa

A corifolitrofina alfa € uma molécula hibrida produzida pela tecnologia
do DNA recombinante, resultante da fusdo do composto protéico do FSH
com o peptideo carboxi-terminal da subunidade B do hCG. A diferenca

desse composto é que, devido a sua farmacocinética (dobro da meia-vida do
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FSHr e o quadruplo do tempo para atingir o pico sérico), uma Unica dose
desse composto € capaz de manter uma estimulacdo ovariana por sete dias
(DEVROREY et al., 2009).

Um grande estudo multicéntrico, controlado com placebo e que
avaliou 757 ciclos estimulados com folicotrofina alfa e 752 ciclos estimulados
com FSHr, todos com bloqueio do eixo HHO feito com antagonista,
demonstrou resultados muito similares para os dois grupos: a partir do oitavo
dia, ambos precisaram de mais 400 Ul de FSHr (média), e os ciclos tiveram
uma duracdo mediana de nove dias. A taxa de gravidez, tanto por ciclo
iniciado (39,9 versus 38,1% obtida com corifolitrofina alfa versus FSHr),
quanto por transferéncia (43,8 versus 40,6%), também né&o foram diferentes
entre os grupos (DEVROEY et al., 2009), sendo que os autores concluiram
gue ambos tratamentos sdo eficazes para induzir a estimulacdo ovariana e
assim a corifolitrofina alfa pode ser uma opcao terapéutica atrativa para a
mulher que estiver se submetendo a reproducdo assistida, uma vez que

menos aplicacfes subcutaneas sdo necessarias.

2.3.5 Horménio coridnico gonadotrépico recombinante versus urinario

Embora o hCG urinario seja tradicionalmente o composto utilizado
como gatilho final para a maturacédo folicular, novas alternativas ja foram
propostas. O hCG recombinante (250 ug) foi comparado com o hCG urinario
em dois estudos prospectivos, randomizados e duplo-cegos. Esses estudos
nao demonstraram diferencas entre 0s grupos em relacdo ao numero de

ovocitos aspirados, taxa de fertilizacdo, clivagem, taxas de gravidez ou
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sindrome de hiperestimulacdo ovariana. Os niveis séricos de hCG e
progesterona foram mais elevados no grupo que utilizou o composto

recombinante (DRISCOLL et al., 2000).

2.3.6 Agonistas do GnRH

Os primeiros analogos do GnRH surgiram a partir de substituicdo de
aminoacidos na molécula original, descoberta em 1971 por Schally et al.
(SCHALLY et al., 1971; SCHALLY, 1999). Inicialmente foi utilizado por sua
capacidade anti-reprodutiva, blogueando o eixo HHO e também em
patologias ginecoldgicas como a endometriose e adenomiose, em miomas
uterinos, SOP e mais recentemente, em patologias oncolédgicas (SCHALLY,
1999; MAGON, 2011). Em reproducdo assistida, sua utilizacdo em
associacdo as gonadotrofinas exégenas trouxe a solucdo para um de seus
problemas da inducdo ovariana controlada: o pico precoce de LH, que
prejudicava a coleta de ovécitos em torno de 20% dos casos (ASHKENAZI
et al., 1989).

Os agonistas atuam ocupando os receptores especificos de GnRH na
hipéfise, causando uma dessensibilizagdo dos mesmos. Inicialmente essa
medicacdo, ao ocupar esses receptores hipofisarios, libera o FSH ja
produzido e armazena-os em granulos. Em seguida, ocorre um bloqueio da
producéo e liberagdo dos hormonios hipofisarios (FSH e LH). O efeito inicial
de liberagcdo do FSH acumulado é chamado de efeito “flare-up” e também
pode ser usado como estimulo inicial j& que esse horménio é liberado na

corrente sanguinea e pode ser aproveitado no inicio da inducdo. O bloqueio

Introdugdo 31



hipofisario inicial ocorre entre 3 e 4 semanas apos 0 inicio do uso da
medicacdo e seu efeito é duradouro, podendo persistir por algumas
semanas, apos a interrupcao do uso (MAGON, 2011).

Existem, basicamente, 2 protocolos para uso dos agonistas do GnRH
em reproducdo assistida: 1) protocolo longo, mais utilizado, consiste na
aplicacdo do agonista desde a fase lutea do ciclo prévio ao ciclo de
estimulacdo com gonadotrofinas; e 2) protocolo curto, em que o0 agonista é
iniciado no 1° dia do ciclo de inducdo ovariana juntamente com as
gonadotrofinas. O protocolo longo apresenta melhores resultados com maior
namero de foliculos estimulados, ovécitos captados, embries formados e
melhores taxas de implantacéo e gestacdo (SALAT-BAROUX et al., 1988).

O protocolo curto apresenta vantagens quanto ao custo do
procedimento, pois utiliza menor quantidade de gonadotrofinas e pode ser
indicado aquelas mulheres mas respondedoras, pois se aproveita o efeito
flare-up para obtencdo de maior recrutamento folicular. Além disso, o0s
agonistas do GnRH também vém sendo utilizados como “promovedores” de
pico de LH pré-ovulatério no lugar do hCG (SALAT-BAROUX et al., 1988).

Fauser et al. (2002) observaram que o pico do LH ap6s o uso do
agonista (valor médio 118,5 Ul/mL) ocorre apos cerca de 4 h da sua
administrac@o, e com uso do hCG (valor médio de 240 Ul/mL) é ap6s 24 h
da sua administracdo. Nao houve diferencas na taxa de fertilizacdo entre as

duas drogas estudadas.
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2.3.7 Antagonistas do GnRH

O advento dos antagonistas trouxe outra perspectiva de manuseio,
pois seu uso passa a ser realizado no inicio da inducdo do ciclo. Essa
medicacdo atua na hipdfise através de um bloqueio competitivo dos
receptores de GnRH e sua acdo é dose dependente. Ele ocupa os
receptores sem estimular a secrecdo de gonadotrofinas e o efeito final é a
nao liberagcdo dos hormdnios hipofisarios, especialmente o LH. O inicio de
acao é imediato e a duracdo do efeito dura em torno de 34 horas (AL-INANY
et al., 2011; GILLIAM, 2011).

Os principais beneficios sédo: reducéo da dose total de gonadotrofinas
e do numero de dias necessarios para a estimulacéo; redu¢éo no risco para
a ocorréncia da sindrome de hiperestimulacao ovariana; e a possibilidade da
inducdo da maturacédo final com agonistas de GnRH (TARLATZIS et al.,

2006).

2.3.8 LH recombinante

O LH é essencial para a reproducdo humana natural e em muitas
pacientes com infertilidade tratadas com técnicas de reproducdo assistida,
suas concentragcdes sdo naturalmente suficientes para permitir a concepgéao
bem sucedida. A necessidade de se adicionar LHr € um assunto de
controvérsia meédica (HILL et al., 2012).

A maioria das pacientes submetidas a estimulacdo ovariana podem

com sucesso ser estimuladas com FSH exogeno isoladamente,
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presumivelmente porque uma quantidade enddgena suficiente de LH é
produzida para se ligar com pelo menos 1% dos receptores de LH, apesar
da diminuicdo da regulacdo da pituitaria. Este "nivel minimo® de
concentracdo de LH podem ser suficientes para manter normal a
foliculogénese na maioria das pacientes. No entanto, ainda n&o esta claro se
a suplementacdo com LH fornece algum beneficio em termos de melhores
resultados de gravidez entre as mulheres submetidas a estimulacdo
ovariana como parte do tratamento de reproducdo assistida (CHAPPEL;
HOWLES, 1991).

De acordo com o0s conceitos atuais da foliculogénese, o LH
desempenha um papel essencial nas fases finais da maturacdo folicular.
Uma vez que o estagio adequado do desenvolvimento folicular foi alcancado
em resposta ao tratamento com FSH, as células da granulosa tornam-se
receptivas ao estimulo de LH, e este torna-se capaz de exercer a sua acao
sobre as células da teca e granulosa. Além disso, tem sido postulado que
nesta fase, o foliculo reduz a sua dependéncia de FSH através da aquisicao
de receptores de LH (HILLIER, 2001; ZELEZNIK, 2004). Assim, LH pode
desempenhar um papel essencial na determinacdo de maturidade do ovécito

e do potencial de desenvolvimento, em ciclos de FIV.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar os efeitos da suplementacdo de LHr para a estimulacao
ovariana controlada com FSHr em um protocolo com antagonista de GnRH

em ciclos de FIV/ICSI.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar 0s seguintes parametros entre o grupo de pacientes que
utilizaram protocolos de estimulacdo ovariana com e sem suplementacao de
LHr:

e NUumero de ovdcitos captados;

e Taxa de maturagao ovocitaria (Mll);

e Taxa de fertilizacao;

e Taxa de clivagem embrionéria;

e Taxa de gravidez quimica;

e Taxa gravidez clinica.
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4. METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA

Estudo caso-controle cujos dados foram coletados a partir de

procedimentos realizados no periodo novembro de 2013 a fevereiro de 2015.

4.2 GRUPO DE ESTUDO

A patrtir de registros em protocolos foram avaliadas 113 pacientes com
faixa etaria compreendida entre 34 a 42 anos atendidas no Laboratério de
Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Goias (LABREP-HC/UFG). Estas pacientes foram divididas em dois grupos:

e Grupo | (n=60): utilizaram somente FSHr (grupo controle)

e Grupo Il (n=53): utilizaram FSHr e LHr (grupo tratado)

4.3 PROCEDIMENTOS

A programacdo 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 inducdo da ovulacdo

controlada.
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Apoés avaliagcdo basal realizada no inicio do ciclo menstrual, por
ultrassonografia transvaginal, as pacientes foram instruidas sobre como
utilizar os medicamentos prescritos.

Nas pacientes do Grupo | foi administrado FSHr (Gonal-f®, Merk-
Serono, SP, Brasil), via subcutanea, em doses de 37,5 a 225 Ul. No 8° dia
de estimulacdo ovariana, o desenvolvimento folicular comecou a ser
monitorizado por ultrassonografia transvaginal, e doses de FSHr foram
ajustadas de acordo com a resposta ovariana. Nao foi utilizado LHr.

Nas pacientes do Grupo |l foi administrado LHr (Luveris®, Merk-Serono,
SP, Brasil) 75 Ul, via subcutanea, a partir do 7° - 8° dia do ciclo associado a
375 a 225 Ul de FSHr. No 8° dia de estimulacdo ovariana, o
desenvolvimento folicular comecou a ser monitorizado por ultrassonografia
transvaginal, e doses FSHr foram ajustadas de acordo com a resposta
ovariana.

Antagonistas (Cetrotide®, Merk-Serono, SP, Brasil) foram utilizados na
inducdo em ambos os grupos. Quando foram observados um ou mais
foliculos 2 18 mm, foi administrado hCG recombinante (Ovidrel®, Merk-
Serono, SP, Brasil) na dose de 250 ug promovendo a maturacao final dos
foliculos nos ovéarios.

Durante toda a estimulacdo ovariana a paciente foi submetida a varias
ultrassonografias para saber exatamente o melhor momento para marcar a
aspiracdo dos ovocitos. A avaliacdo do desenvolvimento folicular foi feita
pela medicdo do diametro meédio dos foliculos com ultrassonografia

transvaginal.
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Os ovocitos foram aspirados dos foliculos apdés 36-38 h da
administracdo de hCG recombinante e enviados ao laboratorio para
obtencdo dos gametas. Foi realizada sedacdo anestésica em ambiente
hospitalar.

O liquido folicular assim que recebido foi aliguotado em placas de
Petri onde, sob visdo microscopica os ovocitos foram identificados e
classificados quanto a sua maturidade.

Foi utilizada a classificacdo dos ovécitos segundo o | Consenso
Brasileiro de Embriologia em Medicina Reprodutiva (ESTEVES et al., 2004),

baseada na descrita pela Clinica Bourn Hall (Cambridge) , como se segue:

a. Vesicula Germinativa — Células do cumulus e da corona aderidas ao
ovocito e vesicula germinativa presente no citoplasma. O ovocito esta em
préfase.

b. Ovocito Imaturo — Células da corona compactadas com células do
cumulus apresentando algum grau de dispersdo. Ovacito em Metafase |
(MI).

c. Ovocito Pré-Ovulatério — Células da corona ainda aderidas e as do
cumulus bem dispersas. O primeiro corpusculo polar ja liberado. Ovacito em
metafase Il (MII).

d. Ovécito P6s-Maduro — Corona ausente com intensa dispersao das células
do cumulus. O primeiro corpusculo polar € ainda visivel e o ovdcito
permanece em metéafase II.

e. Ovocito Luteinizado — Auséncia de corona e a arquitetura das células do

cumulus é representada como uma massa gelatinosa.
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f. Ovécito Degenerado ou Atrésico — Cumulus retraido com células escassas
ao redor do ovocito. Podem ser identificados diferentes sinais de
anormalidades como: citoplasma retraido e escurecido, vacuolos, zona

peltcida (ZP) fraturada ou r6ta e ainda ZP vazia.

O sémen passou por processo de lavagem com uma solucdo tampéo
(Dulbeco - Irvine Scientific®, USA) para que o liquido seminal fosse retirado e
ocorresse a capacitacdo espermatica pelo método swim-up (LOPATA et al.,
1976). Esta técnica baseia-se na velocidade de progresséo direcional dos
espermatozoides. Elimina-se o plasma seminal, debris, material amorfo,
células esfoliativas, espermatozdides mortos, imoveis e agueles sem

velocidade de progressao direcional.

Ao final, obtém-se uma amostra limpa contendo espermatozdéides que
exibem excelente motilidade. A técnica de "swim-up" recupera cerca de 20%

dos espermatozoides méveis presentes no ejaculado inicial.

Caso a indicacdo do procedimento fosse a ICSI, os ovdcitos
recuperados foram retirados das células do cumulus e da corona utilizando
uma solucéo contendo 40 Ul/ml de hialuronidase (Irvine Scientific®, USA) e
0os ovocitos desnudos foram classificados com base em critérios

morfologicos citados anteriormente.

Os ovacitos foram entdo incubados até o momento da fertilizacdo, em
torno de 4 horas poOs-coleta, para s6 entdo, ser realizada a inseminacao, em
caso de FIV ou injecao de espermatozéides, em caso, de ICSI.

Os ovdcitos foram incubados em meio SSM (Irvine Scientific®, USA)

com 10% de soro substituto sintético (Irvine Scientific®, USA) em
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incubadoras a 37°C e 5% CO2 por 48-120 horas para avaliagdo diaria de
sua evolucéo.

A taxa de fertilizacdo corresponde ao numero de ovocitos fecundados
(com formacdo de 2 pronucleos) em relacdo ao numero de ovocitos
inseminados, expresso em porcentagem. A fertilizacdo foi confirmada 17 a
20 horas apos a inseminacgao, assim que, 0s ovocitos quando fecundados
pelos espermatozoides, apresentaram-se com 2 pronucleos, um feminino e

outro masculino.

Figura 3. Ovdcito com prondcleos (Fonte: Arquivo - Laboratério de Reprodugdo Humana-
HC/UFG ).

A taxa de clivagem embrionaria corresponde ao numero de embrides
clivados em relagdo ao numero de ovoécitos com 2 pronucleos formados,
expresso em porcentagem. ApoOs a fertilizagdo dos ovOcitos ocorrera a

divisdo/clivagem celular, dando origem aos embrides.

Figura 4. Desenvolvimento embrionario (Fonte: Arquivo - Laboratério de Reproducao
Humana-HC/UFG).
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Os embrides foram transferidos para o uUtero apds 72 h de cultura com
um cateter Sidney (Cook®, Indianapolis, EUA), guiada por ultrassonografia
abdominal. Embrides excedentes foram criopreservados em nitrogénio
liquido.

Todas as pacientes receberam suplementacdo da fase latea com
progesterona natural vaginal (Utrogestan®, Farmoquimica, RJ, Brasil).

Apoés 14 dias da transferéncia embrionaria, foi realizada a dosagem
sérica de - HCG para avaliacdo de gravidez.

Algumas pacientes apresentaram B -HCG positivo (gravidez quimica)
sem progressdo. A gravidez quimica pode evoluir para microaborto (ou
aborto bioquimico), aborto clinico ou gravidez a termo.

A taxa de gravidez clinica foi definida pela presenca de saco
gestacional com batimentos cardiacos fetais (BCF) presentes em

ultrassonografia.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO
e Pacientes com idade entre 34 a 42 anos;

e Pacientes com concentracdes de FSH basal < 9,9/1.

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO
e Pacientes com ovarios com diametro < 3cm?
e indice de massa corporal [IMC = peso (kg) / altura (m2)] <18,0 e >32,0;
e Pacientes que realizaram mais de dois ciclos anteriormente sem
sucesso de FIV ou ICSI;

e Pacientes com apenas um ovario;
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e Pacientes com SOP e com oligoamenorréia.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Estes grupos foram comparaveis para idade, duracéo da infertilidade,
IMC, niveis séricos de FSH, LH e estradiol. Ficou a critério da paciente, a
escolha do laboratério de analises clinicas para a realizacdo das dosagens
hormonais. Foram analisados numero de ovocitos coletados, numero de
ovocitos em metéafase I, taxas de fertilizacéo, taxas de clivagem embrionaria
e taxas de gravidez quimica e clinica.

A anélise de dados foi realizada pelo programa estatistico Bioestat
5.3® (AYRES et al.,, 2007). Para avaliar a diferenca observada entre as
médias dos grupos analisados aplicou-se teste nao paramétrico para
comparar duas amostras independentes - Teste de Wilcoxon Mann-Whitney.
Para avaliar diferencas entre proporc¢des utilizou-se o teste Qui-quadrado.

p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

4.7 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo centro de Reproducdo Humana —
HC/UFG e pelo Comité de Etica em Pesquisa — HC/UFG (Parecer n°
751.367 — Anexo 1) em 14/08/2014. Como se trata de uma pesquisa
retrospectiva, ndo envolvendo a abordagem direta a pacientes, foi autorizado
pelo Comité de Etica a dispensa da aplicacédo do Termo Consentimento Livre

e Esclarecido.
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4. RESULTADOS

Foram analisadas 113 pacientes que procuraram tratamento para
infertilidade com caracteristicas que se enquadraram nos critérios de
inclusdo deste estudo. A idade das pacientes variou entre 34 a 42 anos
sendo que, a média de idade no Grupo | foi 37,3 £ 2,1 anos e do Grupo Il foi
37,9 £ 2,4 anos (p= 0,111). As variaveis confudidoras foram pareadas

conforme tabela abaixo.

Tabela 1. Distribuicdo das pacientes segundo caracteristicas gerais. Laboratério de
Reprodug¢do Humana /HC-UFG, Goiania-GO, 2015.

Parametros Grupo | Grupo I Valor de p
(FSHr) (FSHr +LHr)

Idade 37,3+21 379+24 0,111
IMC (kg/m?) 23,2+29 23,1+ 3,0 0,221
Duracao da infertilidade 82+49 84+41 0,230
(anos)

FSH basal (mUl/ml) 6,4+2,0 6,6 +1,9 0,384
LH basal (mUI/ml) 4,7+21 4625 0,190
Estradiol basal (pg/ml) 45,0+ 22,7 42,3+ 29,4 0,102

Valores expressos em média e Desvio padrao

Observa-se na tabela 1 que houve a comparabilidade da idade, IMC,
duracdo da infertilidade e dos niveis basais de FSH, LH e estradiol entre os

Grupos | e Il (diferenga estatistica ndo significante).
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Em relacdo ao numero de ovocitos captados, ovocitos em metafase I,
imaturos e inviaveis ndo se observou diferenca estatistica entre os dois

grupos (tabela 2).

Tabela 2. DistribuicAo das pacientes segundo caracteristicas ovacitarias.
Laboratério de Reproducdo Humana /HC-UFG, Goiania-GO, 2015.

Grupo | Grupo I Valor de p
(FSHr) (FSHr + LHr)
Ovdcitos captados 49+21 57+2,6 0,061
Ovdcitos metéfase Il 34+16 40+1)9 0,060
Ovacitos imaturos 1,3+0,8 16+1,1 0,114
Ovdcitos inviaveis 0,2+0,5 0,1+0,7 0,142

Valores expressos em média e Desvio padrao

Na figura 5, observou-se que dos 294 ovdcitos viaveis do Grupo |, 192
(65,3%) foram fertilizados. J& no Grupo Il, dos 301 ovécitos viaveis, 209
(69,4%) fertilizaram. Nao houve diferenca estatistica entre aquelas pacientes
que receberam suplementagdo de LHr ao FSHr e taxa de fertilizagdo (p=

0,282).

250

OR=1,20 IC 95%= 0,85-1,70

209 (69,4%)
x2=1,15 p= 0,282

192 (65,3%)
200

150 -

| Fertilizagdo (+)

102 (34,7%)
Fertilizagdo (-)

92 (30,6%)
100 -

Frequéncia (n)

50 -+

Grupo 1 Grupo 2
(FSHr) (FSHr + LHr)

Figura 5. Distribuicdo das pacientes segundo a taxa de fertilizagdo. Laboratoério de
Reprodu¢do Humana /HC-UFG, Goiania-GO, 2015.
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Apos a fertilizacdo dos ovécitos ocorre a divisao/clivagem celular, que

dard origem aos embribes. De acordo com a figura 6, dos 192 ovadcitos

fertilizados do Grupo |, 164 (85,4%) clivaram. No Grupo Il, dos 209 ovdcitos

fertilizados, 185 (88,5%) clivaram. Nao houve diferenca estatistica entre

aguelas pacientes que receberam suplementacédo de LHr ao FSHr e taxa de

clivagem embrionaria (p=0,355).

Frequéncia (n)

200 -~

180 -

160 -+

140 -

120 -

100 7

80 1

60 1

40 -

20 1

164 (85,4%)

28 (14,6%)

Grupo 1
(FSHr)

185 (88,5%) OR=1,31 IC 95%= 0,73-2,36
x2= 0,85 p= 0,355

M Clivagem (+)
Clivagem (-)

24 (11,5%)

Grupo 2
(FSHr + LHr)

Figura 6. Distribuicdo das pacientes segundo a taxa de clivagem embrionaria.
Laboratério de Reprodu¢édo Humana /HC-UFG, Goiania-GO, 2015.

De acordo com a figura 7, observou-se que ap6s 14 dias de

transferéncia embrionaria foi dosado o B-HCG quantitativo e que das 60

pacientes do Grupo I, 12 (20,0%) apresentaram resultado positivo. Em

relacdo as 53 pacientes do Grupo Il, 13 (24,9%) apresentaram resultado

positivo. N&o houve diferenca estatistica entre aquelas pacientes que

receberam suplementacdo de LHr ao FSHr e taxa de gravidez quimica (p=

0,562).
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60 =
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co 48 (80,00%) OR=1,30 IC 95%= 0,53-3,16
v2= 0,33 p= 0,562
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30 -
= B Gravidez Quimica (+)
E Gravidez Quimica (-)
@ 20 -
=
2 12 (20,0%) 4,5%0)

10 -

o

Grupo 1 Grupo 2
(FSHr) (FSHr + LHr)

Figura 7. DistribuicAo das pacientes segundo a taxa de gravidez quimica.
Laboratério de Reproducdo Humana /HC-UFG, Goiania-GO, 2015.

De acordo com a figura 8, observamos que apds 7 semanas de
transferéncia embriondria foi observada a presenca de saco gestacional e
BCF presentes a ultrassonografia transvaginal (gravidez clinica). Das 60
pacientes do Grupo I, 12 (20,0%) apresentaram saco gestacional com BCF
presentes. Em relacdo as 53 pacientes do Grupo I, 12 (22,6%)
apresentaram BCF presentes. Nao houve diferenca estatistica entre aquelas

pacientes que receberam suplementacdo de LHr ao FSHr e taxa de gravidez

clinica (p=0,731).

60

50 48(80%) X2= 0,11 p=0,731

41 (77,4%)

OR=1,17 IC 95%=0,47-2,89

40 -

M Gravidez Clinica (+)

Gravidez Clinica (-)
20

12 (20,0%) 12 (22,6%)
N l
o :

Grupo 1 Grupo 2
(FSHr) (FSHr + LHr)

Frequéncia n)

Figura 8. Distribuicdo das pacientes segundo a taxa de gravidez clinica.
Laboratério de Reproducdo Humana /HC-UFG, Goiania-GO, 2015.
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo observou-se uma discreta melhora em todos os
parametros estudados, entretanto, sem diferenca estatisticamente
significante.

O uso da suplementacdo com LHr é controverso em pacientes
submetidas a estimulacdo ovariana e tem sido amplamente debatido.
Poucos estudos avaliaram a suplementacdo com LHr em protocolos com
antagonistas de GnRH e os resultados destes estudos obtidos com mulheres
em idade avancada (>35 anos) sdo conflitantes. A adicdo de LH € muitas
vezes baseada mais na experiéncia dos médicos ou opinides de evidéncias
publicadas (MOCHTAR et al., 2007).

Ha trés opinibes diferentes na literatura a respeito da suplementacao
com LHr. O primeiro parecer sustenta a hipétese que o LH ndo oferece
nenhum beneficio ( KELLY et al., 1999; LLOYD et al., 2003) ou pode até ter
um impacto negativo (PERIN et al., 2003). Porém, recentemente é defendido
gue algumas pacientes podem nao ter uma resposta ovariana adequada ao
FSH isoladadamente (SHOHAM et al.,, 2002). Além disso, tem sido
demonstrado que, a administracdo de 75-150 Ul de LH né&o induz fenbmenos
indesejaveis, tais como o inicio de luteinizacdo (LEVY et al., 2000; FILICORI
et al., 2002a).

A segunda hipotese € que o LH deve ser utilizado em todas as
mulheres, porque aumenta a resposta do ovario ao FSH, reduz a dose e a

duracdo da estimulacdo e, consequentemente, 0s custos totais, mantendo
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semelhante (COMMENGES-DUCOS et al., 2002; FILICORI et al., 2002b) ou
mesmo superior (GORDON et al., 2001) eficacia em comparacdo ao uso
somente do FSH.

A terceira hipotese sugere que o LH poderia ser atil em algumas
situacgdes clinicas (LEVY et al., 2000) como pacientes com idade reprodutiva
avancada (BOSCH et al., 2011) e mas respondedoras (MOCHTAR et al.,
2007).

Uma meta-analise com quatro estudos (OLIVEIRA et al.,, 2007)
indicaram que a suplementacdo com LHr ndo aumentou a taxa de gravidez
clinica, taxa de implantacdo ou diminuiu a taxa de aborto espontaneo. No
entanto, esta meta-analise indicou que a suplementacdo com LHr além de
aumentar o estradiol sérico no dia da administracdo do hCG, pode diminuir
os dias de estimulacdo com FSHr e reduzir o niumero de unidades de FSHr
em cerca de 50 Ul. Neste estudo ndo avaliamos a dosagem de estradiol no
dia em que o hCG foi administrado em resposta a suplementacéo de LHr.

Uma variavel a considerar € a dose de LHr. Neste estudo utilizamos a
dose de 75 Ul/dia. Na inducdo da ovulacdo de pacientes com
hipogonadismo hipogonadotrofico, Burgues (2001) concluiu que a maioria
destas pacientes obtém uma boa resposta ovariana, aumento do estradiol e
da taxa de gravidez com uma dose de 75 Ul / dia de LHr, e apenas poucas
pacientes necessitam de 150 Ul / dia.

Konig et al. (2013) em um estudo prospectivo, randomizado e
controlado avaliaram 253 pacientes (=35 anos) através de um protocolo de
estimulacdo ovariana: FSHr 225 Ul/dia a partir do 3° dia do ciclo, antagonista

de GnRH e a partir do dia 6 ocorreu a randomizacao com o LHr. Os objetivos
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foram analisar. taxas de gravidez clinica, implantacdo, cancelamento,
namero de foliculos > 15 mm no dia da administracdo do hCG e numero de
ovocitos captados. Nao foram observadas diferencas significativas em
nenhuma das variaveis analisadas. Assim como em nosso estudo, este autor
também concluiu que a suplementacdo com LHr ndo ofereceu algum
beneficio sobre as taxas de gravidez quimica e clinica em mulheres com 35
anos ou mais.

N&o foi encontrado nenhum relato na literatura acerca do valor de
corte a respeito da concentracdo de LH utilizada como um marcador para
identificar pacientes que poderiam ser beneficiadas com a adicdo de LHr aos
protocolos de estimulac&o ovariana.

Outra variavel a ser avaliada é o inicio da suplementacdo. Neste
estudo o LH foi iniciado na segunda metade da fase folicular, semelhante ao
estudo de Fabregues et al. (2006), que ndo observaram nenhum efeito da
suplementacdo de LHr sobre os resultados de gravidez em mulheres com
idade reprodutiva avancada.

Ha relatos que a suplementacdo com LHr a partir do dia 6 da
estimulacdo ndo parece ser benéfica. No entanto, poderia haver um
potencial efeito benéfico a partir do 1° dia da estimulacdo em um ciclo com
antagonista, especialmente com o pré-tratamento de contraceptivos orais em
mulheres com idade avangada (KONIG et al., 2013).

No estudo de Bosch et al. (2011), as pacientes foram randomizadas
para receber tanto FSHr e LHr ou somente FSHr a partir do 1° dia do ciclo
utilizando-se antagonistas de GnRH. Entre as pacientes <35 anos, nao

foram observadas diferencas na taxa de implantacdo ou gravidez. No
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entanto, entre as pacientes 235 anos, a combinagao de FSHr e LHr resultou
em maiores taxas de implantacéo (OR 1,56, IC 95% 1,14-2,33) e uma maior
taxa de gravidez em curso (OR 1,49, IC 95% 0,93-2,38).

Younis et al. (2014) analisaram através de um estudo prospectivo 63
pacientes inférteis 235 anos que foram randomizadas para receber tanto
FSHr e LHr ou somente FSHr em ciclos com antagonistas de GnRH. As
caracteristicas das pacientes incluindo reserva ovariana basal foram
semelhantes em ambos os grupos de estudo. O numero de foliculos =
14mm, ovécitos, grau de maturacao, taxas de fertilizacdo e clivagem nao
alteraram entre os dois grupos. Espessura endometrial, implantacdo e taxa
de gravidez também foram semelhantes entre 0os grupos. Assim como ho
presente estudo, este também nao revelou uma melhora ao se adicionar LHr
ao FSHr em protocolos com antagonista de GnRH naquelas pacientes com
idade reprodutiva avancada.

O mesmo foi observado por Vuong et al. (2015) em um estudo
randomizado com 240 mulheres com idade = 35 anos que utilizaram um
protocolo com antagonista de GnRH. As variavéis analisadas foram: nimero
de ovdcitos captados, numero de embrides bons e criopreservados, taxas de
implantacdo e gravidez clinica. Nd@o houve diferenca estatisticamente
significante em nenhuma das variavéis citadas acima.

A diminuicdo do numero de receptores de LH funcionais, com o
aumento da idade (VIHKO et al., 1996) foi sugerido como um possivel
mecanismo dos efeitos benéficos da suplementacdo com LHr em mulheres

com idade avancada (HUMAIDAN et al., 2004).
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Em contraposicdo, quatro estudos randomizados observaram
especificamente que o LHr pode ser benéfico em pacientes 235 anos por
aumentarem as taxas de implantacdo (HUMAIDAN et al., 2004; MARRS et
al., 2004; MATORRAS et al., 2009; BOSCH et al., 2011).

Outro estudo que demonstrou beneficios ao utilizar LHr em um
protocolo com antagonista de GnRH foi o de Nazzaro et al. (2012). 422
mulheres foram randomizadas em dois grupos de acordo com o esquema de
estimulacdo ovariana: Grupo | (n = 211): FSHr e Grupo Il (n = 211): FSHr +
LHr. O ndmero de ovdcitos coletados, ovocitos em metafase Il, taxa de
fertilizacdo, numero de embrides produzidos e congelados, taxas de
implantacéo e gravidez clinica foram significativamente menores no Grupo |
do que no Grupo Il. A suplementacdo com LHr foi iniciada no 6° dia do ciclo
e foi utilizada a dose de 150 Ul/dia. No presente estudo, o LHr foi iniciado no
7° ou 8° dia do ciclo e foi utilizada a dose de 75 Ul/dia, lancando davidas se

esses fatores teriam influéncia sobre os resultados.

Discussdo 51



7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que a
suplementacdo de LHr ao FSHr durante a estimulacdo ovariana controlada
nesta faixa etaria de pacientes (34 a 42 anos) e na dose utilizada (75 Ul)
ndo demonstrou melhora significativa em nenhum dos parametros
analisados:

e Numero de ovdcitos captados;

e Taxa de maturagao ovocitaria (Mll);

e Taxa de fertilizacao;

e Taxa de clivagem embrionaria;

e Taxa de gravidez quimica;

e Taxa gravidez clinica.

Acredita-se que essa pesquisa possa contribuir no esclarecimento do
tema que é bastante controverso na literatura. Futuras investigacbes sdo
necessarias para estabelecer o preciso estagio do desenvolvimento folicular
em que devera ser iniciado a suplementacdo com LHr; qual grupo de
pacientes que poderiam ser beneficiadas e qual dose efetiva de LH se

obteria uma boa resposta ovariana e melhores taxas de gravidez.
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ABSTRACT

Controlled ovarian stimulation has become an integral part of infertility treatment high
complexity. Treatment options with recombinant gonadotrophins add more to
knowledge on folliculogenesis and ovarian steroidogenesis. Therefore, a literature
search was conducted in the following data bases: Medline, Scielo and PubMed. The
descriptors/key words used were ovarian stimulation, in vitro fertilization, recombinant
luteinizing hormone, supplementation LH. The aim of this study was to review the
available literature and to assess the benefits of using recombinant luteinizing hormone
associated with recombinant follicle stimulating hormone in different populations who
have undergone assisted reproduction procedures.

Keywords: ovarian stimulation, in vitro fertilization, supplementation LH
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INTRODUCTION

The reproductive treatment for infertile couples has evolved rapidly since the
birth of Louise Brown, the first baby born from in vitro fertilization (IVF) (Steptoe &
Edwards, 1978).

To choose the ovarian stimulation scheme that produces the best follicular
response in the most physiological way possible is a very important step in this process.
The ovarian stimulation regimens have been enhanced through the use of new
therapeutic options (Macklon et al., 2006).

The recombinant luteinizing hormone (rLH) has become available by
recombinant DNA technology and is now a new option for protocols of ovarian
stimulation. The availability allows us to develop new strategies of ovulation induction,
in order to achieve a better control of folliculogenesis. The use of rLH supplementation
in IVF is controversial in patients undergoing ovarian stimulation and has been widely
debated (Ramachandra et al., 2014; Hill et al., 2012).

Since 1993, rLH has been available for clinical trials and more recently (2001)
has been registered for therapeutic use. Pharmacokinetic studies with rhLH were
undertaken to compare its actions to pituitary and urinary LH. The mean concentration
time curve, clearance, and volume distribution at steady state were similar for the three
sources of human LH. The distribution half-lives were approximately 0.7 hours, and the
terminal half-lives were approximately 10 hours (Porchet et al., 1995).

Specific populations that have been suggested to benefit include patients greater
than 35 years of age (Bosch et al., 2011), suboptimal responders to ovarian stimulation
(Mochtar et al., 2007) and those undergoing specifically a GnRH antagonist cycle
(Baruffi et al., 2007) or GnRH agonist cycles (Franco et al., 2009).

The aim of this study was to review the available literature and to assess the
benefits of using rLH associated with recombinant follicle stimulating hormone (rFSH)
in different populations who have undergone assisted reproduction procedures, and the
results in number of oocytes retrieved, implantation rate, live birth rate and pregnancy
rate.

METHODS

The articles researched were those published in data bases Medline, Scielo and
PubMed between the years of 1978 and 2015. The descriptors/ key words used were
ovarian stimulation, in vitro fertilization and supplementation LH. The therms were
searched both in Portuguese and English.

The criteria of inclusion were: articles published in Portuguese or English
between the years of 1978 and 2015; articles with key words pre-established in the titles
and/or abstract; researches conducted with human beings. The criteria of exclusion
were: articles that do not have the pre-established key words in the title and/or abstract.
The articles were preselected after the reading of the titles and abstracts. After the
articles that fit the criteria were identified, the articles were read throughout.
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RESULTS
Recombinant LH administration in patients with poor ovarian response

The definition of poor ovarian response (POR) in a simple and reproducible
manner. POR to ovarian stimulation usually indicates a reduction in follicular response,
resulting in a reduced number of retrieved oocytes (Ferraretti et al., 2011).

After the introduction of ovarian hyperstimulation in IVF, it soon became
evident that ovarian response differs between women. Already in 1983, the first study
that described women with poor response was published (Garcia et al., 1983). Poor
response is often related to women with advanced age, in whom the low response to
gonadotrophins reflects a physiologic decline in ovarian reserve of primordial follicles
(Lawson et al., 2003).

A pathologic decline in number and quality of primordial follicles may also
occur in young women. Poor reserve is a common clinical problem, with up to 26% of
IVF cycles resulting in poor response (Keay et al., 1997). In the future this percentage is
likely to increase as women continue to postpone childbearing. The diagnosis of poor
ovarian reserve is based upon the ovarian response in an IVF treatment cycle and/or
patient characteristics such as age, basal FSH, anti-Mullerian hormone (AMH) and/or
basal antral follicle count (Sallam et al., 2005).

In women with poor ovarian reserve, the number of mature follicles that develop
during stimulation is frequently considered to be insufficient for a successful treatment,
leading to cancellation of the cycle. A Cochrane review suggested that the addition of
rLH to controlled ovarian hyperstimulation (COH) with rFSH increases ongoing
pregnancy rates in women with poor ovarian reserve [odd ratio (OR) 1.85, 95%
confidence interval (Cl) 1.10-3.11] (Mochtar et al., 2007).

Before considering the addition of rLH to IVF stimulation for women with poor
ovarian reserve, its costs should be balanced against its potential benefits it will result in
terms of pregnancy (Musters et al., 2012).

Three databases (Medline, Embase and Central) were searched (from 1990 to
2011) and included 6433 patients aged 18-45 years. The co-primary endpoints were
number of oocytes retrieved and clinical pregnancy rate. Analyses were conducted for
the overall population and patients with poor ovarian response. No significant difference
in the number of oocytes retrieved was found between the rFSH plus rLH and rFSH
alone groups. However, in poor responders, significantly more oocytes were retrieved
with rFSH plus rLH. These data suggest that there is a relative increase in the clinical
pregnancy rates of 9% in the overall population and 30% in poor responders (Lehert et
al., 2014).

Recombinant LH administration in hypogonadotrophic hypogonadism

Hypogonadotrophic hypogonadism (HH) is a neuroendocrine dysfunction
presenting with arrested folliculogenesis due to reduced hypothalamic or pituitary
activity. In women with HH, successful induction of ovulation can be achieved with
pulsatile GnRH therapy, which supplies pulsatile release of gonadotrophins from the
pituitary (Filicori et al., 1994).

The exclusive use of FSH in these patients results in fewer developed follicles
and lower estradiol levels. In such cases, the addition of LH increase estradiol levels,
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follicular recruitment and pregnancy rates (European Recombinant LH Study Group,
1998).

Even though there is no doubt that the rLH administration is necessary in
patients with HH, and that its use could allow follicular growth during ovarian
stimulation there is still controversy. Although both gonadotropins are necessary for
normal follicular development and steroidogenesis appropriate, it is documented that
FSH plays an important role in ovarian stimulation protocols; small amounts of LH are
needed to promote the secretion of estradiol and suitable also allow the follicle perform
the final maturation when exposed to hCG (human chorionic gonadotropin). On the
other hand, it is known that elevated concentrations of LH in the follicular phase may
affect the folliculogenesis, resulting in the ovulation of pos-mature oocytes (Balasch et
al., 1995).

The first randomized clinical study using rLH in HH patients (28 with primary
and 10 with secondary HH) was conducted with 38 patients by administering different
doses of rLH (placebo, 25, 75 and 225 IU/day) in combination with a fixed dose of
rFSH (150 1U/day) (European Recombinant LH Study Group, 1998). Serum oestradiol
concentrations increased proportionally with increasing rLH and a similar correlation
was found in endometrial thickness in rLH up to 75 IU/day dose. Follicular growth was
observed in 79% of patients receiving 75 or 225 1U/day rLH, while this rate was 27% in
the placebo or 25 IU/day rLH receiving group.

This prospective controlled nonrandomized pilot study was conducted to
investigate whether split daily doses of rLH is more efficacious than the single daily
dose in supporting follicular development and ovulation in primary HH. Twenty-seven
women with HH received a 150 IU fixed daily subcutaneous dose of rFSH,
supplemented by 75 1U daily dose of rLH given either as a single dose (n=9; single-dose
group) or four equally divided doses (n=18; split-dose group). Women in the split-dose
group achieved higher serum oestradiol concentrations per follicle, endometrial
thickness measurements and numbers of follicles than in the single-dose group (not
statistically significant). The OR for ovulation rate was 2.08 (not statistically
significant). This study concluded that administering rLH in split daily doses could
provide superior results compared to the traditional single daily dose (Awwad et al.,
2013).

Recombinant LH administration in older assisted reproduction patients

A possible mechanism behind the beneficial effect of exogenous LH
supplementation for women with less sensitive ovaries relates to the decreasing
numbers of functional LH receptors with increasing age. In addition, ovarian androgen
secretion, i.e. estrogen precursor secretion capacity, starts to decline as early as before
the age of 30 years, again suggesting a diminished capacity of the ovary to respond to
LH stimulus with age (Piltonen et al., 2003).

A randomized controlled multicentre study compared the rLH supplementation
to rFSH in 253 patients aged between 35 and 43 years in a protocol with GnRH
antagonist. Of 253 subjects randomized, 125 received both rFSH and rLH and 128
received rFSH only. The objectives were to analyze: clinical pregnancy rates,
implantation, cancellation, number of follicles > 15 mm on the day of hCG
administration and number of oocytes obtained. There were no demographic or clinical
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differences between the groups. It was concluded that LH supplementation has no
benefit on ongoing pregnancy rates in women of 35 years or older (Konig et al., 2013).

Vuong et al. (2015) through a study randomized controlled trial evaluated a total
of 240 women aged > 35 anos undergoing IVF received ovarian stimulation a GnRH
antagonist protocol. Of the 240 patients randomized to treatment, 120 received
rFSH/rLH and 120 received rFSH. Live birth rate, number of oocytes retrieved,
implantation rate, miscarriage rate and clinical pregnancy rate did not differ
significantly (P > 0.05) between rFSH + rLH and rFSH.

Bosch et al. (2011) analysed the impact of LH administration on cycle outcome
in ovarian stimulation with GnRH antagonists. Patients were evaluated with up to 35
years old (n= 380) and aged 36 to 39 years (n= 340). rFSH versus rFSH + rLH
administration was compared. Recombinant LH administration significantly increased
the implantation rate in patients aged 36 to 39 years. A clinically relevant better ongoing
rate per started cycle was observed, although the difference was not statistically
significant. Patients younger than 36 years do not obtain any benefit from rLH
administration.

Recombinant LH administration in normogonadotrophic patients

The issue of both LH supplementation and endogenous LH concentrations in
GnRH antagonist as well as GnRH agonist stimulation protocols in
normogonadotrophic women remains controversial, although a large number of studies
on this issue are available. Kol (2005) suggests that the need for exogenous LH could
possibly be predicted by the dynamics of endogenous LH levels during stimulation.
Rigorous studies in GnRH agonist long protocol patients and GnRH antagonist multiple
dose protocol patients respectively failed to find an association between endogenous LH
and ongoing pregnancy likelihood (Kolibianakis et al., 2006).

A study evaluated the use of rLH supplementation in an unselected group of IVF
patients undergoing follicular stimulation with rFSH after pituitary down-regulation.
Group A comprised 122 cycles administered rFSH and rLLH while group B included 331
cycles using rFSH only during the same period of treatment. There was no significant
difference in any of the endocrine, embryological and outcome parameters measured.
The implantation rate of 14.2% for group A compared with 9.8% for group B showed a
positive trend (P = 0.055) (Lisi, 2002).

A total of 244 patients without ovulatory dysfunction, aged < 40 years and at the
first ICSI cycle were divided into two groups matched by age according to an ovarian
stimulation scheme: Group | (n = 122): Down-regulation with GnRH agonist + rFSH
and Group Il (n = 122): Down-regulation with GnRH agonist + rFSH and rLH
(beginning simultaneously). The number of oocytes collected, the number of oocytes in
metaphase Il, fertilization rate, the mean number of embryos produced per cycle, the
mean number of frozen embryos per cycle and cumulative implantation rate were
significantly lower in the Group | than in Group Il. This study demonstrated the
potential benefits with the use of rLH (Franco et al., 2009).

Thus, no consensus has been reached regarding the benefit of adding rLH this
group of patients.
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CONCLUSIONS

There are controversies about the rLH supplementation to FSH during controlled
ovarian stimulation. Further investigations are needed to establish the precise stage of
follicular development that should start supplementing with rLH; the group of patients
who could benefit and what effective dose would be obtained a good ovarian response
and better pregnancy rates.

It is possible that rLH find their place in the ovarian stimulation when
nominations are clearly defined and success rates offset the cost of treatment.
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RESUMO

Objetivo: Comparar os efeitos da suplementacdo de LHr na estimulacdo ovariana
controlada em um protocolo com antagonista de GnRH em ciclos de FIV/ICSI.
Métodos: Estudo caso-controle com 113 pacientes, idade entre 34 a 42 anos, as quais
foram divididas em dois grupos de acordo com a estimulagédo ovariana: Grupo | (n= 60):
FSHr (grupo controle) e Grupo Il (n= 53): FSHr + LHr (grupo tratado). Estes grupos
foram comparaveis para idade, IMC, duracdo da infertilidade, niveis séricos de FSH, LH
e estradiol. Foram analisados nimero de ovocitos coletados e em metafase 1, taxa de
fertilizacdo, taxa de clivagem embrionaria, taxas de gravidez quimica e clinica. A analise
de dados foi realizada pelo programa estatistico Bioestat 5.3®. As diferencas de
proporcOes foram avaliadas por teste de Qui-quadrado e as médias pelo teste Wilcoxon
Mann-Whitney. p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Resultados: A média de idade das pacientes do Grupo | foi 37,3+2,1anos e do Grupo Il
de 37,9+2,4 anos (p> 0,05). A comparabilidade das outras principais caracteristicas
(duracédo da infertilidade, IMC, FSH, LH e estradiol basal) foram também observadas
entre os Grupos | e Il (p>0,05). Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos
em relagdo ao: nimero de ovdcitos captados, nimero de ovocitos em metéafase 1, taxa de
fertilizacdo, taxa de clivagem embrionaria, taxas de gravidez quimica e clinica (p>0,05).
Conclusdo: A suplementacdo com LHr ndo mostrou beneficios em relacdo as variaveis

analisadas durante a estimulacdo ovariana controlada com antagonistas de GnRH.

Palavras-chave: estimulagdo ovariana, fertilizacdo in vitro, hormonio luteinizante

recombinante, suplementacdo com LH.
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SUMMARY

Objective: To compare the effects of supplementation with rLH for controlled ovarian
stimulation in a protocol with GnRH antagonist in cycles of IVF/ICSI.

Methods: Case-control study was performed of 113 patients, aged between 34-42 years,
who were divided into two groups according to an ovarian stimulation scheme: Group |
(n=60): rFSH (control group) and Group Il (n=53): rFSH + rLH (treated group). These
groups were comparable for age, BMI, duration of infertility, serum FSH, LH and
estradiol. Numbers of oocytes collected and in metaphase Il, fertilization rate,
implantation rate and rates of chemical and clinical pregnancy were analyzed. Data
analysis was conducted using the statistical software BioStat 5.3 ®. Differences in
proportions were assessed by chi-square test and means by Wilcoxon Mann-Whitney
test. p<0,05 was considered statistically significant.

Results: The mean ag/e of patients in Group | was 37.3+2.1 years and Group Il 37.9+2.4
years (P>0.05). The comparability of the other main characteristics (duration of
infertility, BMI, FSH, LH and basal estradiol) were also observed between Groups | and
Il (P>0.05). There was no significant difference between the two groups regarding:
number of oocytes retrieved, number of oocytes in metaphase Il, fertilization rate,
chemical and clinical pregnancy rate (P>0.05).

Conclusion: The supplementation with rLH showed no benefit with respect to variables

during controlled ovarian stimulation with GnRH antagonists.

Keywords: ovarian stimulation, in vitro fertilization, recombinant luteinizing hormone,

supplementation LH
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INTRODUCAO

O horménio luteinizante (LH) é essencial para a reproducdo humana natural e em
muitas pacientes com infertilidade tratadas com técnicas de reproducdo assistida, suas
concentragcdes sdo naturalmente suficientes para permitir a concepgdo bem sucedida. A
necessidade de se adicionar LH recombinante (LHr) é um assunto de controvérsia *.

LHr tem sido avaliado em ensaios clinicos desde 1993 e foi o primeiro a ser
utilizado em adicdo ao hormonio foliculo estimulante recombinante (FSHr) na inducéo
da ovulagio em pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico 2.

Populacgdes especificas que poderiam se beneficiar com o uso do LHr durante a
estimulacdo ovariana incluem pacientes com idade superior a 35 anos de idade 2,
pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico 4, mulheres que tiveram niveis séricos
endogenos de LH <1,2 1U/I °, mas respondedoras a estimulagdo ovariana ® e aquelas
submetidas a um ciclo anterior com antagonista ’ ou agonista de GnRH sem sucesso .

Alguns estudos tém sugerido um efeito benéfico do LH, enquanto outros relatam
que ndo ha diferencas nos resultados quando o LH é adicionado no esquema de
tratamento. Discrepancias entre o0s resultados destes estudos podem ser devido a
heterogeneidade de desenho, tamanho da amostra, critérios de inclusdo, diferentes
protocolos com analogo de GnRH, inicio do tratamento, duracdo e procedimentos de
Fertilizacdo in vitro (FIV) ou Injecédo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI).

O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos da suplementacdo de LHr para a

estimulacdo ovariana controlada com FSHr em ciclos de FIV/ICSI.

METODOS

Estudo caso-controle com 113 pacientes atendidas no Laboratério de Reproducéo
Humana do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goids (LABREP-
HC/UFG), sendo a faixa etaria compreendida entre 34 a 42 anos de idade. Os dados
foram coletados a partir de procedimentos realizados no periodo de novembro de 2013 a
fevereiro de 2015.

Estas pacientes foram divididas em dois grupos:
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- Grupo I (n=60): FSHr foi administrado em doses de 37,5 a 225 Ul (via subcutanea).
No 8° dia de estimulagdo ovariana, o desenvolvimento folicular comecou a ser
monitorizado por ultrassonografia vaginal, e doses de FSHr foram ajustadas de acordo
com a resposta ovariana. Nao foi utilizado LHr (grupo controle) .

- Grupo Il (n=53): LHr foi administrado a 75 Ul (via subcuténea) a partir do 7° - 8° dia
do ciclo associado a 37,5 a 225 Ul de FSHr. No 8° dia de estimulacdo ovariana, o
desenvolvimento folicular comecou a ser monitorizado por ultrassonografia vaginal, e
doses de FSHr foram ajustadas de acordo com a resposta ovariana (grupo tratado).

Antagonistas de GnRH foram utilizados em ambos os grupos, os quais foram
comparaveis para idade, duracdo da infertilidade, IMC, niveis séricos de FSH, LH e
estradiol. Foram analisados nimero de ovdcitos coletados, numero de ovocitos em
metafase Il, taxa de fertilizacdo, taxa de clivagem embrionaria e taxas de gravidez
quimica e clinica.

Os critérios de exclusdo foram os seguintes: ovarios com diametro < 3cm3, IMC =
peso (kg) / altura (m2)] <18,0 e > 32,0, dois ciclos anteriormente sem sucesso de FIV ou
ICSI, presenca de apenas um ovario, pacientes com Sindrome dos Ovarios Policisticos
(SOP) e com oligoamenorreia.

A analise de dados foi realizada pelo programa estatistico Bioestat 5.3® ° e pela
planilha Excel®. As diferencas de proporcdes foram avaliadas por teste de Qui-quadrado
e as médias pelo teste Wilcoxon Mann-Whitney. p<0,05 foi considerado estatisticamente
significante.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)— HC/UFG sob
0 registro 751367. Como se tratou de uma pesquisa retrospectiva, ndo envolvendo a
abordagem direta a pacientes, foi autorizado pelo CEP a dispensa da aplicacdo do termo

consentimento livre e esclarecido.
RESULTADOS
A idade das pacientes variou entre 34 a 42 anos sendo que, a média de idade no

Grupo 1 foi 37,3 = 2,1 anos e do Grupo Il foi 37,9 = 2,4 anos (p= 0,111). As variaveis
confudidoras foram pareadas conforme tabela 1.
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Em relacdo ao nimero de ovdcitos captados, ovocitos em metéfase 11, imaturos e
invidveis ndo se observou diferenca estatistica entre os dois grupos. Dos 294 ovdcitos
viaveis do Grupo I, 192 (65,3%) foram fertilizados. Ja no Grupo IlI, dos 301 ovdcitos
viaveis, 209 (69,4%) fertilizaram (p= 0,282). Dos 192 ovacitos fertilizados do Grupo I,
164 (85,4%) clivaram. No Grupo I, dos 209 ovacitos fertilizados, 185 (88,5%) clivaram
(p=0,355) (tabela 2).

Em relagdo ao resultado de B-hCG (gravidez quimica), das 60 pacientes do Grupo
I, 12 (20,0%) apresentaram resultado positivo. No Grupo 11, das 53 pacientes, 13 (24,9%)
apresentaram resultado positivo (p= 0,562). Quando foi avaliada a presenca de gravidez
clinica, observou-se que das 60 pacientes do Grupo I, 12 (20,0%) apresentaram saco
gestacional com batimentos cardiacos fetais (BCF) presentes. Em relacdo as 53 pacientes
do Grupo II, 12 (22,6%) apresentaram BCF presentes (p=0,731) (tabela 2).

DISCUSSAO

Nesse trabalho observou-se uma discreta melhora em todos os parametros
estudados, entretanto, sem diferenca estatisticamente significante.

O uso da suplementagdo com LHr é controverso em pacientes submetidas a
estimulacio ovariana e tem sido amplamente debatido '°. Poucos estudos avaliaram a
suplementacdo com LHr em protocolos com antagonistas de GnRH e os resultados destes
estudos obtidos com mulheres em idade avangada (>35 anos) séo conflitantes.

Ha trés opinides diferentes na literatura a respeito da suplementacdo com LHr. O
primeiro parecer sustenta que o LH n3o oferece nenhum beneficio 2 ou pode até ter um
impacto negativo 3. Porém, recentemente é defendido que algumas pacientes podem n&o
ter uma resposta ovariana adequada ao FSH isoladadamente 4. Além disso, tem sido
demonstrado que, a administragdo de 75-150 Ul de LH ndo induz fendmenos
indesejaveis, tais como o inicio de luteinizagio >,

A segunda hipdtese é que o LH deve ser utilizado em todas as mulheres, porque
aumenta a resposta do ovario ao FSH, reduz a dose e a duracdo da estimulacéo e,
18

consequentemente, 0s custos totais, mantendo semelhante '’ ou mesmo superior

eficacia em comparacdo ao uso somente do FSH.
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A terceira hipotese sugere que o LH poderia ser util em algumas situagdes
clinicas como pacientes com idade reprodutiva avancada ° e mas respondedoras *°.

Uma meta-analise com quatro estudos 2 indicaram que a suplementagio com LHr
ndo aumentou a taxa de gravidez clinica, taxa de implantacdo ou diminuiu a taxa de
aborto espontaneo. No entanto, esta meta-analise indicou que a suplementacdo com LHr
além de aumentar o estradiol sérico no dia da administracdo do hCG, pode diminuir o0s
dias de estimulacdo com FSHr e reduzir o nimero de unidades de FSHr em cerca de 50
Ul. Neste estudo ndo se avaliou a dosagem de estradiol no dia em que o hCG foi
administrado em resposta a suplementagédo de LHr.

Uma variével a considerar é a dose de LHr. Neste estudo utilizamos a dose de 75
Ul/dia. Na inducdo da ovulacao de pacientes com hipogonadismo hipogonadotrofico, um
estudo concluiu que a maioria destas pacientes obtém uma boa resposta ovariana,
aumento do estradiol e da taxa de gravidez com uma dose de 75 Ul / dia de LHr, e apenas
poucas pacientes necessitam de 150 Ul / dia 2.

Um estudo prospectivo, randomizado e controlado avaliaram 253 pacientes (> 35
anos) através de um protocolo de estimulacdo ovariana: FSHr 225 Ul/dia a partir do 3°
dia do ciclo, antagonista de GnRH e a partir do dia 6 ocorreu a randomizagao com o LHr.
Os objetivos foram analisar: taxas de gravidez clinica, implantagdo, cancelamento,
namero de foliculos > 15 mm no dia da administracdo do hCG e numero de ovdcitos
captados. Ndo foram observadas diferencas significativas em nenhuma das variaveis
analisadas. Assim como no presente estudo, este autor também concluiu que a
suplementacdo com LHr ndo ofereceu algum beneficio sobre as taxas de gravidez
quimica e clinica em mulheres com 35 anos ou mais 2.

Né&o foi encontrado nenhum relato na literatura acerca do valor de corte a respeito
da concentracdo de LH utilizada como um marcador para identificar pacientes que
poderiam ser beneficiadas com a adi¢do de LHr aos protocolos de estimulacdo ovariana.
Outra variavel a ser avaliada é o inicio da suplementacdo. Ha relatos que a
suplementacdo com LHr a partir do dia 6 da estimulacdo ndo parece ser benéfica. No
entanto, poderia haver um potencial efeito benéfico a partir do dia 1 da estimulagdo em
um ciclo com antagonista, especialmente com o pré-tratamento de contraceptivos orais
em mulheres com idade avangada 22, Em outro estudo as pacientes foram randomizadas

para receber tanto FSHr e LHr ou somente FSHr a partir do 1° dia do ciclo utilizando-se
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antagonistas de GnRH. Entre as pacientes <35 anos, ndo foram observadas diferencas na
taxa de implantagdo ou gravidez. No entanto, entre as pacientes >35 anos, a combinagdo
de FSHr e LHr resultou em maiores taxas de implantacdo (OR 1,56, 95% CI 1,14-2,33) e
uma maior taxa de gravidez em curso (OR 1,49, 95% CI 0,93-2,38) 9. Observou-se que
a suplementagdo com LHr foi iniciada a partir do 1° dia de estimulagéo, ao passo que no
no presente estudo a suplementacéo foi iniciada a partir do 7° ou 8° dia do ciclo.

Através de um estudo prospectivo, 63 pacientes inférteis >35 anos foram
randomizadas para receber tanto FSHr e LHr ou somente FSHr em ciclos com
antagonistas de GnRH. As caracteristicas das pacientes incluindo reserva ovariana
basal foram semelhantes em ambos os grupos de estudo. O numero de foliculos >
14mm, ovacitos, grau de maturacao, taxas de fertilizacdo e clivagem ndo alteraram entre
os dois grupos. Espessura endometrial, implantacdo e taxa de gravidez também foram
semelhantes entre os grupos 2. Assim como no presente estudo, este também n&o
revelou uma melhora ao se adicionar LHr ao FSHr em protocolos com antagonista de
GnRH naquelas pacientes com idade reprodutiva avancada.

A diminuicdo do namero de receptores de LH funcionais, com o aumento da
idade * foi sugerido como um possivel mecanismo dos efeitos benéficos da
suplementagdo com LHr em mulheres com idade avancada 2.

Em contraposigdo, quatro estudos randomizados observaram especificamente
que o LHr pode ser benéfico em pacientes >35 anos por aumentarem as taxas de
implantacdo 3192526 No entanto, estes resultados nio foram confirmados com outros
estudos randomizados #'.

Outro estudo que demonstrou beneficios ao utilizar LHr em um protocolo com
antagonista de GnRH foi o de Nazzaro et al. (2012). 422 mulheres foram randomizadas
em dois grupos de acordo com o esquema de estimulacdo ovariana: Grupo | (n = 211):
FSHr e Grupo Il (n = 211): FSHr + LHr. O nimero de ovdcitos coletados, ovocitos em
metafase 11, taxa de fertilizacdo, nimero de embries produzidos e congelados, taxas de
implantacédo e gravidez clinica foram significativamente menores no Grupo | do que no
Grupo Il. A suplementacdo com LHr foi iniciada no 6° dia do ciclo e foi utilizada a dose
de 150 Ul/dia. No presente estudo, o LHr foi iniciado no 7° ou 8° dia do ciclo e foi
utilizada a dose de 75 Ul/dia, lancando davidas se esses fatores teriam influéncia sobre

0s resultados.
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CONCLUSAO

A suplementacdo de LHr ao FSHr em ciclos de FIV/ICSI na faixa etaria de 34 a
42 anos ndo demonstrou beneficios em relacdo as variaveis analisadas durante a
estimulagdo ovariana. Essa pesquisa podera contribuir no esclarecimento do tema que é
bastante controverso na literatura. Futuras investigacdes sdo necessarias para estabelecer
0 preciso estagio do desenvolvimento folicular em que devera ser iniciado a
suplementacdo com LHr, o perfil de pacientes que poderiam ser beneficiadas e qual

dose efetiva de LHr se obteria uma boa resposta ovariana e melhores taxas de gravidez.
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Tabela 1 Distribuicdo das pacientes segundo a comparabilidade dos grupos.

Parametros Grupo | Grupo Il valor de p
(FSHr) (FSHr + LHr)
Idade 37,3+2,1 379+24 0,111
IMC (kg/m?) 232+29 23,1+3,0 0,221
Duracéo da infertilidade 8,2x49 8441 0,230
(anos)
FSH basal (mUI/ml) 6,4+2,0 6,6+1,9 0,384
LH basal (mUl/ml) 47+21 46+25 0,190
Estradiol basal (pg/ml) 45,0 £ 22,7 42,3+29,4 0,102
As médias sdo expressas com o respectivo desvio padrdo
Tabela 2 Resultados laboratoriais e clinicos dos grupos.
Grupo | Grupo Il valor de p
(FSHr) (FSHr + LHr)
Ovacitos captados** 49+21 5726 0,061
Ovdcitos metafase 11** 34+16 40+£19 0,060
Ovdcitos imaturos** 1,3+0,8 16+1,1 0,114
Ovacitos inviaveis** 0,2+0,5 0,1£0,7 0,142
Taxa de fertilizacdo % 192 (65,3) 209 (69,4) 0,282
Taxa de clivagem embrionéria % 164 (85,4) 185 (88,5) 0,355
Taxa de gravidez quimica % 12 (20,0) 13 (24,5) 0,562
Taxa de gravidez clinica % 12 (20,0) 12 (22,6) 0,731

** As médias sdo expressas com o respectivo desvio padrdo
Valores absolutos s&o expressos da porcentagem (%)
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ANEXO 1- PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFG

HOSPITAL DAS CLINICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE
GOIAS - GO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da suplementagédo com hormonio luteinizante recombinante na maturacgéo
ovocitaria e qualidade embrionaria em ciclos de fertilizacao assistida

Pesquisador: MONICA CANEDO SILVA MAIA

Area Tematica: Reproducdo Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriagédo e fatores que afetam a saude reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serédoe considerados "participantes da pesquisa” todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reprodugao Humana que ndo necessita de analise ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 33009214.6.0000.5078

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
Patracinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 751.367
Data da Relatoria: 14/08/2014

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de um projeto para o programa de pés-graduagdo Stricto Sensu em Ciéncias da Satde. E um
estudo caso-controle, retrospectivo sobre a adigdo de LHr em protocolos de estimulagdo ovariana em
pacientes submetidas a ciclos de FIV e ICSI. A populagéo alvo sera composta por pacientes atendidas no
Laboratério de Reprodugdo Humana do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias (LABREP-
HC/UFG). Ser&o incluidas pacientes com idade entre 18 a 40 anos; com concentragdes FSH basal 9,9/1.
Serdo excluidas aquelas que apresentarem ovarios com diametro menor que 3cm3; indice de massa
corporal [IMC = peso (kg) / altura (m2)] menor que 18,0 e maior que 32,0; Mais de dois ciclos anteriormente
sem sucesso; presencga de apenas um ovario; pacientes com sindrome dos ovarios policisticos com oligo -
amenorréia.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:
Comparar os efeitos da suplementagéo de LHr para a estimulagio ovariana controlada com FSHr

. Enderego: 12 Avenida s/n® - Unidade de Pesquisa Ciinica

| Bairro: St. Leste Universitario CEP: 74.605-020
UF: GO Municipio: GOIANIA
- Telefone: (62)3269-8338 Fax: (62)3269-8426 E-mail: cephcufg@yahoo.com.br
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Continuagéo do Parecer: 751.367

em ciclos de FIV e ICSI na qualidade oocitaria e de pré embrides.

Objetivo Secundario:

Comparar os seguintes parametros entre o grupo de pacientes que utilizaram protocolos de estimulagéo
ovariana com e sem suplementagdo de LHr: Numero de oécitos captados; Taxas de maturagdo ovocitéria;
Taxa de fertilizagdo; Taxas de clivagem; Taxas de gravidez quimica; Taxas gravidez clinica.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios foram informados apenas no formulario da PB.

Riscos: Em decorréncia do desenho do estudo ser caso-controle, retrospectivo, ndo € possivel determinar
riscos. previsiveis.

Beneficios: Pacientes submetidas a técnicas de fertilizagao assistida serdo beneficiadas com o uso de
horménio luteinizante em termos de resultados, gerando

uma gravidez a termo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os dados serdo coletados de planilhas pertencentes ao LABREP-HC/UFG de 80 pacientes atendidas por
motivo

de infertilidade no periodo de janeiro a dezembro de 2013. As pacientes seréo divididas em dois grupos:
grupo A ( pacientes com idade igual ou menor a 35 anos e grupo B pacientes com idade entre 36 a 40 anos.
Os grupos A e B seréo submdidividos em: - Grupo I: quando o FSHr tiver sido administrado em doses de
37,5 a 225 Ul até foliculos maduros,

ajustada de acordo com a resposta da paciente ao ultrassom.

- Grupo |I: quando o LHr tiver sido administrado por via subcutanea na dose de 75 IU / dia, a partir

do 6° - 7° dia do ciclo associado a 37,5 a 225 Ul de FSHr ajustado até os foliculos se tornarem

maduros de acordo com a resposta ovariana da paciente ao ultrassom.

As seguintes variaveis serdo pareadas entre os grupos | e ;- idade:- porcentagem de

agonistas e antagonistas em cada grupo;- valores basais de FSH, LH e estradiol;- IMC (indice de massa
corporea);- técnica utilizada (FIV ou ICSI);-pacientes com sindrome de ovarios policisticos (SOP);- meios de
cultura;- suplementagéo com estradiol na 22 fase do ciclo;-duragéo de infertilidade;-nimero de docitos. A
taxa de implantagéo sera definida pelo nimero de sacos gestacionais observados pela ultrassonografia, 4
semanas apés

transferéncia de embrides.

E Enderego: 12 Avenida s/n° - Unidade de Pesquisa Ciinica

Bairro: St. Leste Universitario CEP: 74.605-020
- UF: GO Municipio: GOIANIA
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagédo obrigatéria:

Foram apresentados os seguintes documentos: informagbes basicas sobre o projeto de pesquisa
(Formulario PB); projeto detalhado; curriculo dos pesquisadores envolvidos: justificativa para dispensa do
TCLE; Declaragbes do pesquisador e orientador; autorizagéo do nucleo de pesquisa e do LABREP e carta
de encaminhamento do projeto.

Recomendagdes:
Verificar a redag&o dos critérios de inclusdo e exclusio no documento informag&es basicas sobre o projeto
de pesquisa. Eles estéo diferentes dos apresentados no projeto de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto ndo apresenta 6bice ético.

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, a Comissao de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas/UFG - CEP/HC/UFG, de
acordo com as atribuiges definidas na Resolugdo CNS 466/12, manifesta-se pela aprovagédo do projeto de
pesquisa proposto.

Apés inicio, o pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEP/HC/UFG, via Plataforma Brasil
relatérios trimestrais/semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusées e publicacdes.
O CEP/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria de estudo em desenvolvimento para
avaliagéo e verificagdo do cumprimento das normas da Resolugéo 466/12 e suas complementares.
Situag&o: Protocolo aprovado.

Enderego: 12 Avenida s/n° - Unidade de Pesquisa Clinica

| Bairro: St. Leste Universitario CEP: 74.605-020
UF: GO Municipio: GOIANIA
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Anexo 2 — Normas para publicacdo JBRA Assisted Reproduction

Instructions for Authors

GENERAL INFORMATION

1. JBRA Assisted Reproduction (JBRA Assist Reprod) is the official publication by
both the Brazilian Society of Assisted Reproduction (SBRA -
www.sbra.com.br), the Latin America Network of Assisted Reproduction

(www.redlara.com) and Pronucleo - Brazilian Association of Embryologists

destined to scientific-based and quarterly issued papers. It is designated to
specialists and researchers in the health area, in particular to gynecologists,
andrologists, biologists, urologists and embryologists. Basic and clinical
studies in the areas of assisted reproduction, infertility, reproductive genetics,
reproductive immunology, andrology, reproductive microbiology, laboratory
in assisted reproduction and gynecological endocrinology will be accepted for
evaluation in the form of original articles, reviews, update articles and case
reports (as detailed below). Articles must be submitted in English.

2. Papers submitted to JBRA Assisted Reproduction must be original, that is,
they cannot have been either published or submitted for analysis by other
journals, partially or in the whole. In cases where the illustrations have been
published previously, an authorization must be granted and the source cited.

3. The Instructions for Authors by JBRA Assisted Reproduction is comprised of
the recommendations given by the Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals. The complete version of the text is
available at www.icmje.org. Manuscripts not in accordance with the
instructions presented herein will be returned for modifications to be made
before the Editorial Board has evaluated them.

4. Every article published in JBRA Assisted Reproduction undergoes a review
process by specialists (peer review). Submitted articles are primarily sent to
editors for an initial evaluation as to the scope of the work and the editorial
demands of the journal. In case of a positive evaluation, the article is then
sent to two reviewers specialized in the appropriate area. Every process is
anonymous, that is, reviewers are not aware of author’s identity and place of
origin and vice versa. After the articles are evaluated by reviewers, they can
be accepted without alterations, refused or returned to authors along with
suggestions for modifications. Each article may return to its author several
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times for clarification and alteration, without necessarily meaning a future
acceptance of the article.

5. The co-authorship concept connotes substantial contribution in the creation
and planning of the paper, analysis and interpretation of data not to mention
the writing and critical revision of the text. Significant contributions given to
the study which do not fit these «criteria must be cited in the
acknowledgements section.

6. Clinical trials articles should be registered in the Clinical Trials Registry
validated by the criteria established by the World Health Organization and by
the International Committee of Medical Journal Editors (for instance,
www.actr.org.au, www.clinicaltrials.gov, www.ISRCTN.org,

www.umin.ac.jp/ctr/index/htm and  www.trialregister.nl). The study
identification number shall be presented at the end of the abstract.

7. For texts accepted for publication, a statement signed by all authors shall be
sent to the journal, including the following information: a) the manuscript is
original; b) the manuscript has not been previously published nor submitted
to any other journal, and will not be published in case it is accepted by JBRA
Assisted Reproduction; c¢) all authors have actively taken part in the
preparation of the study and have approved of the final version of the text; d)
situations on potential conflict of interests (either financial or of any
other nature) are being informed; e) an approval of the study by the Ethics
Committee of the institution to which the paper is linked was obtained (for
articles reporting experimental research data); f) an informed consent by the
patients included in the study was obtained (when applicable). All information
on the approval of the study by the Ethics Committee and the possession of
an informed consent should also be mentioned in the Methods section of the
article.

8. Before the publication of accepted articles, the corresponding authors will
receive the published article via e-mail attachment in a PDF archive for
approval. At this point, corrections should be limited to typographic mistakes,
without altering the content of the study. Authors should return approved
papers by e-mail or fax 48 hours after receiving the message.

TYPES OF PUBLISHED ARTICLES

Original articles. Pieces of work resulting from scientific research presenting original
data about experimental or observational aspects of medical, biological, biochemical
and psychosocial character and including descriptive statistical analysis and/or
inferences of own data. These articles have priority for publication. They must be
composed of: title page, abstract and keywords, text (divided in Introduction,
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Material and Methods, Results, Discussion or equivalent, Conclusion),
acknowledgments (if applicable), references, tables (if available), figure legends (if
available) and figures (if available).

Reviews. Papers whose aim is to summarize, analyze, evaluate or synthesize
investigative papers already published in scientific journals. They must include a
synthesis and critical analysis of the researched literature and cannot be confused
with update articles. They must be composed of: title page, abstract and keywords,
text, references, tables (if available), figure legends (if available) and figures (if
available).

Update or opinion articles. Papers reporting usually current information on themes
of interest to certain specialties (such as a new technique or method). They have
different characteristics from reviews, since they do not display critical analysis of the
literature. They must be composed of: title page, abstract and keywords, text,
references, tables (if available), figure legends (if available) and figures (if available).
Case reports. Articles representing descriptive data of one or more cases, exploiting
a method or problem through example(s). The selected cases should be of great
interest, with unusual disease or evolution or submitted to unexpected or alternative
treatments. They must involve humans or animals and should present the studied
individual’s characteristics (gender, age, etc.). They must be composed of: title page,
abstract and keywords, text (divided in: Introduction, Case Description and
Discussion or equivalent), references, figure legends (if available) and figures (if
available).

Letters to the reader. Letters to the editor commenting, discussing or criticizing
articles published in JBRA Assisted Reproduction will be welcome and published as
long as they are accepted by the Editorial Board. They must be composed of: title,
name of author, identification of the publication being commented on and references
(if available). It is recommended to include 500 words at the most, references
inclusive. Whenever possible, a reply by the authors will be published alongside with
the letter.

COVER LETTER

You have to prepared a cover letter for your submission, explaining why we should
publish your manuscript and elaborating on any issues relating to our editorial
policies detailed in the instructions for authors, and declaring any potential
competing interests. This should be provided using the 'cover letter' section of the
submission process.

The cover letter have to carry the following information:

o Title
e Authors’ names

e Authors’ institutional affiliation, showing department/unit, institution and
geographic region
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e Name of the institution where the work was carried

e Name, mailing address, telephone and fax numbers, and e-mail address of
the corresponding author

PREPARATION OF ORIGINAL PAPERS
Preferably use Microsoft Word® processor. Papers should be typed in Times New
Roman font sized 12, single-spaced and aligned to the left. Every section should be
started on a new page in the following order: title page, abstract and keywords, text,
acknowledgements, references, tables, figure legends and figures. All of the pages
should be numbered consecutively.

Abbreviations should be spelled out in the first mention in the text; and after the first
appearance, only the abbreviation should be used. In the abstract, the use of
abbreviations should be avoided.

Chemicals should be presented by their generic name. If relevant, commercial name
of the substance and the manufacturer’s name must be informed in parentheses.

The presentation of units of measurements should follow the International System
(1S).

Genes of animals should be presented in italics with capital letter initials (example:
Sox2); genes of human beings should also be presented in italics; however, with all
capital letters (example: SOX2). Proteins should follow the same pattern:
capital/small, without italics, though.

Title Page
The title page should carry the following information:

e Concise and comprehensive title, representing the content of the article
e Short running head (no more than 40 characters including letters and spaces)
e Information about support given in the form of loan, equipment or drugs

e Congresses where the study was presented

Abstract

The content of the texts should not exceed 250 words.

For original articles, the abstract should be structured as follows: Objective, Methods,
Results and Conclusion. For case reports, reviews and update articles, the abstract
should not be structured. The use of abbreviations should be avoided in the abstract,
and references should not be cited. Right after the abstract, three to six keywords
should be presented.

Acknowledgements
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This part is dedicated to acknowledging the work of those who have helped
intellectually, but whose contribution does not justify co—authorship or those people
or institutions who have given material support.

References

In the text, the citations will be identified by the author’s last name in parentheses
followed by the publication year. Examples: one author (Steptoe, 1978), two authors
(Edwards & Steptoe, 1980), and more than two authors (Van Steirteghem et al.,
1988).

The references should be presented in alphabetical order (each author’s surname
followed by his/her first two initials), and should not be numbered. Papers by the
same author should be chronologically organized; papers by the same author in the
same year should be identified with letters after each year (2000a, 2000b, etc.). The
presentation of references will follow the format proposed in the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (see examples
below). All references cited in the list should be mentioned in the text and vice-
versa.

1. Journal Article

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

3. Book Chapter

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. Electronic Journal Article

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an
advisory role. Am J Nurs [electronic journal]. 2002 June [cited 2002 aug
12];102(6):[approximately 3 p.l. Available
at: http://www.nursingworld.org/AJN/2002 /june/ Wawatch.htm.

5. Article published in the Internet

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

6. Site
OncolLink [site in the Internet]. Philadelphia: University of Pennsylvania;
c1994-2006. [updated 2004 Sept 24; cited 2006 March 14]. Available
at: http://cancer.med.upenn.edu/.

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

Tables And Figures

Tables and figures (graphs, photographs, etc.) should be numbered in Arabic
numerals according to the order in which they appear in the text and should have
individual legends, presented at the end of the paper.

In the tables, use horizontal lines only, and each piece of information should be in an
independent cell. Explanations about items in the tables should be presented in
footnotes identified by the following symbols, in this sequence: *{, %, 8§,
L9551, 4.

Figures must be submitted in electronic formats such as .jpg, .gif or .tif, with a
minimum resolution of 300 dpi.

Photographs of patients should not allow their identification.

Figures previously published and included in submitted articles should include the
original source in the legend and should be accompanied by a permission letter from
the copyright’s holder (publisher or journal).

SUBMISSION OF ARTICLES

To facilitate the articles publication, JBRA Assisted Reproduction prefers online
submission. Manuscripts must be submitted by one of the authors of the manuscript,
and should not be submitted by anyone on their behalf. The submitting author takes
responsibility for the article during submission and peer review.

You will be also asked to provide the contact details (including email addresses) of
potential peer reviewers for your manuscript. These should be experts in their field,
who will be able to provide an objective assessment of the manuscript. Any
suggested peer reviewers should not have published with any of the authors of the
manuscript within the past five years, should not be current collaborators, and
should not be members of the same research institution. Suggested reviewers will be
considered alongside potential reviewers recommended by the Editor and/or Editorial
Board members.
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Anexo 3 — Normas para publicacdo da Revista da Associacdo Médica
Brasileira (RAMB)

Normas para Publicagéo

Obijetivo e Politica Editorial

A Revista da Associacdo Médica Brasileira (RAMB), editada pela Associacdo Médica
Brasileira, tem por objetivo publicar artigos que contribuam para o conhecimento
médico. A RAMB ¢ indexada nas bases de dados SciELO, Science Citation Index
Expanded (SCIE), Scopus, Web of Science, Institute for Scientific Information (ISI),
Index Copernicus, LILACS, MEDLINE e CAPES - QUALIS B2. Atualmente, a revista
é produzida em seis edicGes por ano em versdo on-line, de livre acesso na internet
(www.ramb.org.br). Os artigos serdo publicados na lingua original em que foram
submetidos (sdo aceitos manuscritos em portugués, inglés ou espanhol). O contetdo
integral da revista em lingua inglesa é publicado simultaneamente a versdo em
portugués.

A RAMB aceita para publicacdo artigos nas seguintes categorias: Artigos Originais,
Artigos de Revisdo, Correspondéncias, Ponto de Vista, Panorama Internacional, A Beira
do Leito e Imagem em Medicina. O Conselho Editorial recomenda fortemente que os
autores leiam a versdo on-line da RAMB e analisem os artigos ja publicados como
modelo para a elaboracdo de seus trabalhos.

InformacGes gerais

Como submeter artigos

Os artigos e correspondéncias deverdo ser enviados somente via internet pelo seguinte
endereco eletrénico: www.ramb.org.br. Basta a realizacdo de um cadastro, seguido do
envio do manuscrito, obedecendo as normas aqui descritas. SO serdo aceitos artigos que,
dentre seus autores, contenha, no minimo, um médico.

Os artigos poderdo ser escritos em portugués, espanhol ou na lingua inglesa. Cada
artigo, acompanhado de correspondéncia ao editor, devera conter titulo, nome completo
do(s) autor(es), instituicdo na qual o trabalho foi realizado e se¢do da revista a qual se
destina.

O contetdo do material enviado para publicacdo na RAMB nédo pode estar em processo
de avaliagdo, ja ter sido publicado, nem ser submetido posteriormente para publicacéo
em outros periodicos. A critério do editor chefe, todos os artigos recebidos sdo
revisados por membros do Conselho Editorial.

Ao preparar 0 manuscrito, os autores deverao indicar qual ou quais areas editoriais estdo
relacionadas ao artigo, para que este possa ser encaminhado para andlise editorial
especifica.
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O Conselho Editorial recomenda que os autores facam uma busca por artigos
relacionados ao tema e publicados anteriormente na RAMB ou em outros periédicos
indexados no SciELO, utilizando as mesmas palavras-chaves do artigo proposto. Estes
artigos devem ser considerados pelos autores na elaboracdo do manuscrito com o
objetivo de estimular o intercdmbio cientifico entre os periddicos SciELO.

O que acontece depois que o artigo foi submetido?

Em virtude do grande nimero de artigos enviados, o Conselho Editorial adotou critérios
de selecdo para o processo de revisdo por pares. A exemplo do que acontece com outros
periddicos, a maior parte dos artigos submetidos ndo passa para a fase detalhada de
avaliacdo que é a revisdo por pares. Os critérios que o Conselho Editorial adotou para
essa selecdo inicial incluem o perfil editorial da revista e de seus leitores, area de
interesse do tema principal do trabalho, titulo e resumo adequados, redacdo bem
elaborada, metodologia bem definida e correta (incluindo, no caso de estudos clinicos,
tamanho amostral, metodologia estatistica e aprovacdo por Comité de Etica), resultados
apresentados de maneira clara e conclusdes baseadas nos dados. Esse procedimento tem
por objetivo reduzir o tempo de resposta e ndo prejudicar os autores. A resposta
detalhada, elaborada pelos revisores, s6 ocorre quando o artigo passa dessa primeira
fase.

No caso de rejeicdo, a decisdo sobre a primeira fase de avaliacdo é comunicada aos
autores em média duas a trés semanas depois do inicio do processo (que comeca logo
apos a aprovacao do formato pelo revisor de forma). O resultado da revisdo por pares
contendo a aceitagdo ou a rejeicdo do artigo para publicagdo ocorrera no menor prazo
possivel.

Embora existam rigorosos limites de tempo para a revisdo por pares, a maioria dos
periodicos cientificos conta com o notavel esfor¢co e a colaboragdo da comunidade
cientifica que, por ter muitas outras atribuicGes, nem sempre consegue cumprir 0s
prazos. Ao receber o parecer dos revisores, 0s autores deverdo encaminhar, em
comunicado a parte, todos os pontos alterados do artigo que foram solicitados pelos
revisores. Além disso, o texto contendo as alteragcfes solicitadas pelos revisores devera
ser reencaminhado & RAMB na cor vermelha, devendo ser mantido e sublinhado o texto
anterior.

A ordem de publicacdo dos artigos sera cronoldgica, podendo, no entanto, haver
excecdes definidas pelo Conselho Editorial. Os trabalhos aceitos para publicagdo seréo
enviados aos autores e deverdo ser revisados e devolvidos no prazo de dois dias, caso
contrario o artigo serd publicado em sua forma original. Apds a aprovacgéo final pelos
autores NAO seré possivel modificar o texto.

Corpo editorial

O Corpo Editorial da RAMB ¢é composto pelo Editor Geral, Editores Associados,
Editores Colaboradores e Conselho Editorial nas seguintes areas: Clinica Médica,
Clinica Cirargica, Saude Publica, Pediatria, Ginecologia e Obstetricia, Bioética,
Cancerologia, Emergéncia e Medicina Intensiva, Medicina Farmacéutica e Medicina
Baseada em Evidéncias. O Corpo Editorial sera responsavel pela revisdo e aceitagdo ou
nédo dos artigos enviados a revista para publicacdo. O editor chefe tem as prerrogativas
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que o cargo lhe confere para aceitar ou ndo qualquer artigo, independentemente da
revisao por pares, assim como definir a edicdo de sua publicacao.

Estilo e preparacdo de originais

O trabalho devera ser redigido em corpo 12, no maximo em 15 laudas de 30 linhas cada,
espaco 1,5 linha, com margem de 3 cm de cada lado, no topo e no pé de cada pagina.
Todas as paginas, excluida a do titulo, devem ser numeradas.

Pagina titulo
Devera conter:

a) O titulo do trabalho, também na versdo em inglés, devera ser conciso e ndo exceder
75 toques ou uma linha.

b) Nome, sobrenome do autor e institui¢cdo a qual pertence o autor.
c) Nome e endereco da instituicdo onde o trabalho foi realizado.

d) Carta de apresentacdo, contendo assinatura de todos os autores, responsabilizando-se
pelo conteudo do trabalho, porém apenas um deve ser indicado como responsavel pela
troca de correspondéncia. Deve conter telefone, fax, e-mail e enderego para contato.

e) Aspectos eticos: carta dos autores revelando eventuais conflitos de interesse
(profissionais, financeiros e beneficios diretos ou indiretos) que possam influenciar ou
ter influenciado os resultados da pesquisa ou o conteudo do trabalho. Na carta deve
constar ainda, quando cabivel, a data da aprovacao do trabalho pelo Comité de Etica em
Pesquisa da instituicio a qual estdo vinculados os autores. E absolutamente obrigatorio
0 envio, juntamente com o artigo, do termo de copyright, disponivel no site da Ramb,
devidamente assinado pelos autores, sem o qual o artigo ndo seguiré o seu fluxo normal
de avaliacdo.

Topicos dos artigos

Os artigos originais deverao conter, obrigatoriamente, Introducdo, Métodos, Resultados,
Discussao, Conclusdes e Referéncias Bibliograficas.

Notas de rodapé

Apenas quando estritamente necessarias; devem ser assinaladas no texto e apresentadas
em folha separada apds a do resumo, com o subtitulo "Nota de rodapé".
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Agradecimentos

Apenas a quem colabore de modo significativo na realizagdo do trabalho. Deve vir antes
das referéncias bibliograficas.

Resumo/Summary

O resumo, com no maximo 250 palavras, devera conter objetivo, métodos, resultados e
conclusBes. Apds o resumo deverdo ser indicados, no maximo, seis Unitermos
(recomenda-se o vocabulario controlado do DeCS — Descritores em Ciéncias da Saude,
publicacdo da BIREME - Centro Latino Americano e do Caribe de Informacdo em
Ciéncias da Saude). Para os termos em inglés recomenda-se 0 MeSH da base Medline.
O Summary visa permitir a perfeita compreensdo do artigo. Apresentar em folha
separada e seguir o mesmo modelo do resumo: background, methods, results,
conclusions. Deve ser seguido de keywords.

Artigos escritos em portugués devem conter, na segunda pagina, dois resumos: um em
portugués e outro em inglés (Summary). Artigos escritos em espanhol devem apresentar
resumos em inglés (Summary) e portugués. Os escritos em inglés devem conter resumo
também em portugués.

Referéncias bibliogréaficas

As referéncias bibliograficas devem ser dispostas por ordem de entrada no texto e
numeradas consecutivamente, sendo obrigatdria sua citagdo. Devem ser citados todos 0s
autores, totalizando seis; acima deste nimero, citam-se 0s seis primeiros seguidos de et
al. O periodico devera ter seu nome abreviado de acordo com a LIST OF JOURNALS
INDEXED IN INDEX MEDICUS do ano corrente, disponivel também on-line nos
sites: www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html ou www.nlm.nih.gov/ citingmedicine ou, se
ndo for possivel, a Associacdo de Normas Técnicas (ABNT). Exemplos:

1. Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E, et al. Childhood
leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow-up. Br J Cancer 1996;73:1006-12.

2. Vega KJ, Pina I, Krevsky B. Heart transplantation is associated with an increased risk
for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med 1996;124:980-3.

3. The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing.
Safety and performance guidelines. Med J Aust 1996; 164-282-4.

4. Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J 1994;84:15.

5. Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brener BM,
editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis and management. 2nd ed. New York:
Raven Press; 1995.p.465-78.

6. Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial
on line] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5];1(1):[24 screens]. Available from: URL.:
www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.
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7. Leite DP. Padrdao de prescricdo para pacientes pediatricos hospitalizados: uma
abordagem farmacoepidemioldgica [dissertagdo]. Campinas: Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade Estadual de Campinas, 1998.

Referéncias de “resultados nao publicados” e “comunicacdao pessoal” devem aparecer,
entre parénteses, seguindo o(s) nome(s) individual (is) no texto. Exemplo: Oliveira AC,
Silva PA e Garden LC (resultados ndo publicados). O autor deve obter permissao para
usar “comunicagao pessoal”.

Citacdes bibliogréaficas

As citacbes bibliograficas no texto devem ser numeradas com algarismos aradbicos
sobrescritos, na ordem em que aparecem no texto. Exemplo: Até em situacdes de
normoglicemia 6.

Figuras, tabelas, gréaficos, anexos

No original deverdo estar inseridos tabelas, fotografias, gréficos, figuras ou anexos.
Devem ser apresentados apenas guando necessarios, para a efetiva compreensdo do
texto e dos dados, totalizando no MAXIMO TRES.

a) As figuras, sempre em preto e branco, devem ser originais e de boa qualidade. As
letras e simbolos devem estar na legenda.

b) As legendas das figuras e tabelas devem permitir sua perfeita compreenséo,
independente do texto.

c) As tabelas, com titulo e legenda, deverdo estar em arquivos individuais.

d) E preciso indicar, em cada figura, o nome do primeiro autor e o nimero da figura.
Figuras e tabelas deverdo ser numeradas separadamente, usando algarismo arabico, na
ordem em que aparecem no texto.

Abreviacdes / Nomenclatura

O uso de abreviagdes deve ser minimo. Quando expressdes extensas precisam ser
repetidas, recomenda-se que suas iniciais mailsculas as substituam ap6s a primeira
mencéo. Esta deve ser seguida das iniciais entre parénteses. Todas as abreviagdes em
tabelas e figuras devem ser definidas nas respectivas legendas. Apenas 0 nome genérico
do medicamento utilizado deve ser citado no trabalho.

Terminologia

Visando o emprego de termos oficiais dos trabalhos publicados, a RAMB adota a
Terminologia Anatdmica Oficial Universal, aprovada pela Federacdo Internacional de
AssociacOes de Anatomistas (FIAA). As indicacOes bibliograficas para consulta sdo as
seguintes: FCAT — IFAA (1998) — International Anatomical Terminology — Stuttgart —
Alemanha — Georg Thieme Verlag , Editora Manole.
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