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Resumo

OBJETIVO: descrever a experiéncia de um servico de reproducdo assistida com a utilizagdo de meia dose de agonista
do GnRH de deposito para a supressdo hipofisaria em ciclos de fertilizacdo in vitro [FIV). METODOS: estudo prospectivo
em que foram avaliados ciclos de FIV ou “intracytoplasmatic sperm injection” (ICSI) utilizando meia dose de acefato de
leuprolide de depésito, iniciado na fase litea média do ciclo menstrual, no periodo de agosto de 2005 a marco de
2006. Foi administrado FSH recombinante para indugdo ovariana confrolada em dose variada. O hCG era administrado
quando pelo menos um foliculo atingisse 19 mm de diametro méximo. Realizou-se FIV ou ICSI nos oécitos maduros de
acordo com fator de infertilidade. Transferiram-se até quatro embrides por pacienfe no segundo ou ferceiro dia apds
a captagdo. O uso de progesterona foi iniciado no mesmo dia da colefa oocitéria. A dosagem sérica de BhCG foi
realizada no 14° dia apés a coleta dos odcitos. Foram avaliados os seguintes parémetros: nimero de ciclos aspirados,
ciclos cancelados e ciclos transferidos, quantidade fotal de FSH utilizado, nimero de oécitos maduros, taxa de fertilizagéo,
nimero de embrides fransferidos, taxa de implantagdo embriondria e taxa de gestagdo clinica. RESULTADOS: 109 ciclos
de FIV/ICSI utilizaram o protocolo descrito. A média de idade das pacientes foi 34,9 anos. A taxa de cancelamento
foi de 1,8% dos ciclos iniciados. Foram ufilizadas 1.905 Ul de gonadotrofina, em média, por ciclo iniciado. Um tofal
de 86,5% dos odcitos obtidos eram maduros, e a taxa de fertilizacdo foi de 76,3%. A média de embrides transferidos
foi 2,7. As taxas de gestagdo por aspiragdo e por fransferéncia foram 25,2 e 25,7%, respectivamente. Um total de
26,3% das gestacdes eram gemelares e 5,3%, trigemelares. CONCLUSAQ: a administracdo de meia dose (1,87 mg)
de acetato de leuprolide de depdsito para blogueio hipofisério pode ser utilizada com sucesso em ciclos de estimulagdo
ovariana para FIV. Maior conforto, praticidade e menor custo sdo suas principais vantagens.

Abstract

PURPOSE: to evaluate the experience of an assisted reproduction center that uses depot administration of halfdose of
GnRH agonist for pituitary suppression in assisted reproductive cycles. METHODS: prospective study that evaluated in vitro
fertilization or infracytoplasmatic sperm injection (IVF/ICSI) cycles ufilizing halfdose of leuprolide acefate between August
2005 and March 2006. Recombinant FSH was administered for controlled ovarian induction based on the protocol. hCG
was administered when af least one follicle reached 19 mm in diameter. IVF or ICSI was performed according to infertility
factor. Up to four embryos were transferred on the second or third day after cocyte refrieval. Progesterone supplementation
was initiated on the same day of oocyte retrieval, and after 14 days BhCG was measured. The following parameters
were evaluated: number of aspirated cycles, cancelled cycles, fransferred cycles, total dose of FSH employed, number of
mafure ococytes refrieved, ferfilization rafe, number of fransferred embryos, embryo implantation rate, and pregnancy rate.
RESULTS: A hundred and nine IVF/ICS| cycles were inifiated. The mean age of the patients was 34.9 years. VWe observed
1.8% of cancellation rate. The mean fofal dose of gonadotrophins employed was 1,905 IU per cycle. We obtained 86.5%
of mature oocytes and the fertilization rate was 76.3%. The mean number of embryos transferred was 2.7. Pregnancy rates
per aspiration and per fransfer were 25.2 and 25.7%, respectively. Of those who reached pregnancy, 26.3% were twins
and 5.3% were friplets. CONCLUSIONS: the halfdose of GnRH depot employed for pituitary suppression was a useful
alternative for ovarian sfimulation in IVF cycles because it is comfortable and practical for the patient, besides its low cost.
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Introducao

Os agonistas do hormonio liberador das gona-
dotropinas (GnRH) tém sido largamente utilizados
para supressdo hipofisiria em mulheres submetidas a
estimulo ovariano controlado para ciclos de fertiliza-
¢do n vitro (FIV). Isto acontece porque apresentam
vérios beneficios, tais como: reducdo nas taxas de
cancelamento, preven¢do da luteinizagdo precoce e
do surgimento de pico de LH indesejado, melhora do
recrutamento folicular, recuperagdo de maior nimero
de o6citos e altas taxas de gestacdo'”.

Os agonistas do GnRH de depésito (longa
dura¢io) foram primariamente desenvolvidos para
uso em tratamentos de endometriose ou miomatose
uterina e objetivam proporcionar niveis persistentes
e prolongados de supressdo hipofisiria e conseqiiente
hipoestrogenismo. Tradicionalmente, os agonistas de
curta dura¢do em doses didrias sdo os mais utilizados
em ciclos de FIV na maioria dos servi¢os, devido
a preocupagdo de que a supressdo hipofisdria mais
intensa obtida com a utiliza¢do das apresentacoes de
depédsito poderia causar alteragdes na fase litea do
ciclo, afetando negativamente as taxas de gestacio e
aumentando as taxas de abortamentos®. Além disso,
uma intensa supressdo hipofisdria poderia ocasionar
resposta ovariana mais lenta e gerar necessidade de
maiores quantidades de gonadotropinas”®, especial-
mente em pacientes com idade maior que 39 anos’.
Entretanto, os agonistas de longa duragdo sio bem
aceitos por apresentarem administracdo mais sim-
ples e confortdvel (dose tnica) e conveniente (preco
mais acessivel).

Em ciclos de estimulo ovariano controlado, al-
guns autores acreditam que doses didrias menores de
agonistas do GnRH sejam suficientes para supressao
hipofisdria e, a partir de estudos publicados, sugerem
protocolos com a utiliza¢do de doses reduzidas, nos
quais seriam necessirias menores quantidades de
gonadotropinas sem, contudo, alteragdo nas taxas de
sucesso® . Outros autores, em nimero bem reduzido
de trabalhos, avaliaram o uso de doses menores dos
compostos de depésito. Eles ndo evidenciaram dife-
renca significativa quanto a eficicia em dessensibilizar
a hipéfise, bem como ndo foram observadas alteragdes
dos resultados nos ciclos de FIV'®'7. Sdo raros os
estudos que utilizaram menores doses de andlogo do
GnRH de depésito.

O objetivo deste estudo é apresentar dados, avaliar
resultados e analisar a viabilidade da utilizacdo de re-
duzidas doses de agonistas do GnRH de depésito para
supressdo hipofisdria em ciclos de FIV.

Métodos

Foi realizado, no Projeto BETA, estudo prospectivo
no periodo compreendido de 1° de agosto de 2005 a
31 de mar¢o de 2006, com pacientes submetidas ao
primeiro ciclo de estimulo ovariano controlado para FIV
ou “intracytoplasmatic sperm injection” (ICSI). Todas
as pacientes foram informadas do presente protocolo e
consentiram em participar do estudo.

Foram considerados critérios de inclusdo neste estudo:
pacientes de 23 a 45 anos, com {ndice de massa corporal
(IMC) compreendido entre 18-28 kg/m?, infertilidade
de causa feminina (tubdria, ovulatéria, endometriose),
masculina ou idiopdtica e que ndo haviam utilizado
qualquer droga dessensibilizadora da hipéfise nos trés
meses anteriores ao inicio do estimulo ovariano para
FIV ou ICSI. Ap6s defini¢do do grupo de estudo, o casal
seria excluido caso desistisse do tratamento.

A média de idade das pacientes elegiveis foi de
34,9 anos, com variacdo de 23 a 44 anos; 79,8% dos
casais apresentavam infertilidade primdria e 20,2%,
infertilidade secundéria. Foram iniciados 109 ciclos de
estimulag@o ovariana controlada. As causas de infertilidade
destes casais eram: 47 casos por fator masculino, 27 por
fator tubdrio, sete por endometriose, oito casos foram
classificados como infertilidade sem causa aparente e
em 20 ciclos houve mais de um fator responsavel pela
infertilidade conjugal.

Ap6s realizagdo de ultra-sonografia por via trans-
vaginal, foram submetidas a supressdo hipofisdria na
fase latea do ciclo anterior (18° ao 24° dia do ciclo)
com a utilizagao de 1,87 mg de acetato de leuproli-
de de depésito por via subcutinea (Lupron® Deport,
Abbott Laboratories, Chicago, EUA). As pacientes
foram agendadas aos pares e a medicagdo diluida de
maneira tradicional em 2 mL; cada paciente recebia
1 mL do preparado.

No inicio do ciclo menstrual subseqiiente (ter-
ceiro ao quinto dia) novo exame ultra-sonografico foi
realizado para confirmagdo do bloqueio ovariano. Ini-
ciou-se o estimulo ovariano controlado nas pacientes
que apresentavam imagem endometrial com espessura
inferior a 5 mm e ovérios sem dominéncia folicular
(nenhum foliculo maior que 10 mm) com a utiliza¢do
de folitropina beta (Puregon®, Organon, Holanda) por
via subcutinea, com dosagens que variaram de acordo
com o seguinte protocolo: (i) 100 Ul/dia para pacientes
com sindrome de ovarios policisticos de acordo com o
critério diagnéstico da ESHRE/ASRM™, (ii) 150 Ul/dia
para pacientes com idade até 34 anos, (iii) 200 UI/
dia para pacientes com idade entre 35 e 39 anos,
(iv) 300 Ul/dia para pacientes com 40 ou mais anos




de idade. Apds cinco dias, as doses eram ajustadas de
acordo com as respostas individuais, aferidas por meio
de ultra-sonografia transvaginal realizada no quinto e
oitavo dias do estimulo.

Foi administrada a dose de 5.000 UI de hCG (Cho-
riomon®, Meizler Biopharma, Brasil) por via subcutinea
quando pelo menos um foliculo apresentasse didmetro
maximo de 19 mm. Os niveis séricos de estradiol s6
foram dosados, quando necessirio, para prevencio de
sindrome de hiperestimulo ovariano. Os ciclos com
nenhum foliculo ovariano com pelo menos 14 mm no
oitavo dia de estimulo foram cancelados por auséncia
de resposta. A aspiragdo folicular por via transvaginal
guiada por ultra-sonografia foi realizada 35 horas apds
a administra¢ao do hCG.

Os tubos contendo 1 mL de HTF modificado mais
o liquido folicular foram encaminhados imediatamente
apos a aspira¢do ao laboratdrio de manipulacdo de game-
tas. O liquido foi mantido em fluxo laminar horizontal
sobre placa aquecida a 37°C até a sua manipulagio;
para identificagio dos odcitos, o liquido folicular foi
distribuido em placas pré-aquecidas e posteriormente
observado a lupa estereoscépica em um aumento de 80
a 160X, neste momento sem meio de cultura. Apés,
os odcitos foram lavados em HTF modificado com
5% de substituto sintético de soro (SSS) e incubados
até o momento da inseminag¢ao ou inje¢ao em HTF
com 10% SSS coberto com 6leo. Para inseminagio, o
complexo cumulus-oophorus (CCO) devia apresentar
caracteristicas de o6cito maduro e a qualidade esper-
madtica deveria ser adequada. Para inje¢do, os o6citos
foram incubados por trés horas e depois desnudados
enzimdtica e mecanicamente, e classificados quanto a
sua maturidade em microscépio invertido.

Foram selecionados trés o6citos maduros (em
metéfase II) para pacientes com idade até 34 anos, e
quatro o6citos maduros para aquelas com 35 anos ou
mais. Estes odcitos foram inseminados pela técnica FIV
ou ICSI, conforme a avaliagao seminal de cada caso.
Nos procedimentos de FIV, ap6s intervalo de trés horas
da incubac¢io do CCO, foram adicionados ao meio de
cultivo (HTF com SSS 10%) cerca de 60.000 esper-
matozéides moveis por o6cito com o auxilio de pipeta
e ponteira graduada. Nestes casos, os CCO estavam
incubados a 37°C, 5,5% CO, e 90% de umidade. Cada
placa continha de trés a quatro o6citos em microgotas
de 20 pl, de acordo com a idade da paciente (até trés
odcitos para pacientes até 34 anos e até quatro odcitos
para aquelas acima de 34 anos). Nos procedimentos
de ICSI, os CCO foram banhados apés trés horas de
incubagdo em solu¢io de hialuronidase (80 UI) por 30
segundos, lavados novamente em solucdo de flushing

(HTF modificado com SSS 5%) e incubados por cerca
de 20 minutos a uma horaa 37°C, 5,5% de CO, e 90%
de umidade. Estes CCO, apés o periodo de incubagio,
passaram pelo processo de denuda¢io mecinica com
pipetas de 130-140 pm e foram classificados.

A fertilizagdo foi observada 18 horas apés a insemi-
nagdo ou inje¢do oocitdria e os odcitos foram transferidos
para meio HTF suplementado com SSS 15%.

Cerca de 42 a 44 horas apGs a inseminacio ou inje¢ao,
foi verificada a clivagem dos pré-embrides e conseqiiente
desenvolvimento embriondrio em microscépio invertido
sob aumento de 200 a 400X. A qualidade morfol6gica
dos pré-embrides foi classificada conforme os critérios
estabelecidos por Veeck'.

Ap6s classificagdo, os pré-embrides foram fotogra-
fados, movidos para placa de transferéncia contendo
1 mL de HTF com SSS a 15% sem dleo e incubados
a 37°C, 5,5% CO, e 90% de umidade até a hora da
transferéncia. A transferéncia embriondria por via
transcervical guiada por ultra-sonografia utilizando
cateter SET TDT (Laboratoire CCD, Paris, Franca)
foi realizada no segundo ou terceiro dia apds aspiragdo
folicular. Foram transferidos, no maximo, trés embrides
para pacientes de até 34 anos ou até quatro embrides
para aquelas com 35 anos ou mais. A suplementagdo
da fase latea foi iniciada na noite da aspiragio folicu-
lar com a utilizacio de 600 mg/dia de progesterona
natural micronizada por via vaginal, dividida em
trés aplica¢des didrias (Evocanil®, Zodiac, Brasil). A
dosagem sérica de B-hCG foi realizada 14 dias apds
a aspiragdo folicular e, quando positiva, caracterizou
gravidez bioquimica. Foi considerada gestagdo clinica
quando a ultra-sonografia transvaginal evidenciou saco
gestacional intra-ttero.

Foram avaliados os seguintes parimetros: nimero de
ciclos aspirados, nimero de ciclos cancelados, quantidade
total de FSH utilizado, nimero de o6citos maduros,
taxa de fertilizagdo, classifica¢do embriondria, nimero
de embrides transferidos, taxa de implantagdo, taxa de
gestacdo clinica e taxa de gestacao multipla.

Resultados

Foram estudados 109 ciclos que iniciaram os pro-
cedimentos para FIV ou ICSI no periodo de agosto de
2005 a margo de 2006. Destes, em 48 ciclos a idade
da mulher era inferior a 35 anos, em 42 ciclos a idade
estava compreendida entre 35 e 39 anos e 11 meses e
em 19 ciclos as mulheres tinham 40 anos ou mais de
idade. Todas as pacientes receberam a mesma dose de
acetato de leuprolide de depésito (1,87 mg) durante
a fase latea.
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Tabela 1 - Nimero de pré-embrides transferidos, faxas de implantacio e de gestacdo por aspiracio e por transferéncia, de acordo com faixas etdrias.

Pré-embrices

|dade (anos) transferidos (média)

Ciclos aspirados/ transferidos

Implantacéo (%)

Gestacdo por
aspiracdo (n) (%)

Gestacdo por
transferéncia (%)

<35 16/45 24
35-39 42/41 30
>40 19/19 29
Total 107/105 27

14/110 (12,7) 11(23,9) 244
11/124 (8,8) 9(21,4) 219
9/56 (16,0) 7(36,8) 36,8
27/290 (9,3) 27 (25,2) 25,7

Tabela 2 - Nomero de sacos gestacionais implantados segundo o grupo etdrio.

Grupo etdrio (anos) Unica—n (%)  Gemelar — n (%) Trigemelar - (%)

<35 9.(75) 1012, 1129
35-39 7(74) 2(28,6) 0
>40 5(50) 2(50) 0
Total 21 (68,4) 5(26,3) 1(53)

Observamos que apenas dois ciclos (1,8%) foram
cancelados por auséncia de resposta, o que possibilitou
aspiracdo folicular em 107 dos ciclos iniciados; em ambos
os ciclos cancelados as pacientes tinham menos de 35 anos
de idade. Foram utilizadas, na média, 1.905 UI de FSH
recombinante por ciclo iniciado. Dos 107 ciclos aspirados,
houve transferéncia embriondria em 105 deles: ndo houve
embrido para ser transferido em um caso no grupo de pa-
cientes até 34 anos e em um caso no grupo de pacientes
com idade compreendida entre 35 e 39 anos.

Nos ciclos nos quais foi realizada FIV (46,2%
do total), foram obtidos 86,7% de o6citos maduros e
75,5% de fertiliza¢do, média de 8,1 o6citos maduros
por caso; quando a técnica utilizada foi ICSI (53,8%
dos ciclos), foram obtidos 86,4% de oécitos maduros,
a taxa de fertilizagdo foi de 77,1% e a média de odcitos
maduros foi de 8,1.

Foram obtidos 38,7% de embrides classe I, 30,8%
classe 11, 19,2% classe 111, 5,5% eram pré-embrides
classe IV e 5,2% foram classificados como classe V.
Apenas 0,6% dos pré-embrides foram transferidos em
estdgio de dois pré-nicleos.

A média de embrides transferidos foi 2,7; observamos
25,2% de gestagdes por aspira¢do, 25,7% de gestagoes
por transferéncia e 9,3% de taxa de implantagdo; as
diferengas entre os grupos etérios estudados podem ser
observadas na Tabela 1.

Entre as gestacdes obtidas com os tratamentos,
26,3% foram gemelares e 5,3% foram gestagdes tri-
gemelares (Tabela 2).

Discussao

Desde que Rabin e McNeil* propuseram o uso
dos agonistas do GnRH para bloqueio hipofisirio, o
protocolo longo, com a combinagdo de agonistas do
GnRH de uso didrio, durante duas a quatro semanas,
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e gonadotropinas tem sido o mais utilizado em ciclos
de estimulo ovariano controlado para FIV. O emprego
deste protocolo apresenta beneficios bem estabelecidos
e melhores taxas de gestac¢do clinica®*.

Os tratamentos de reproducgdo assistida sdo es-
tressantes e cansativos para os casais inférteis. Um dos
principais inconvenientes é a administra¢do didria de
medicamentos injetdveis que ficam na maioria dos casos
sob responsabilidade da prépria paciente. Portanto,
qualquer tentativa de simplificar o tratamento é sempre
motivo de grande interesse. Neste sentido, a utilizagdo
de uma tnica dose de agonista do GnRH de depésito
se apresenta como op¢ao possivel’.

A utilizagdo dos agonistas de depdsito em ciclos de
FIV apresenta vantagens quanto a conveniéncia, custos
e efeitos colaterais quando comparada aos tratamentos
que utilizam drogas de uso didrio, com resultados
aparentemente semelhantes, no que se refere a taxa de
gestagdo e de abortamento®”; apenas seis estudos bem
conduzidos compararam a eficiéncia da utilizagdo didria
versus o uso da medicagdao em forma de depdsito e os
dados disponiveis na literatura sé permitem concluir
que a utilizagdo de agonistas de depdsito pode causar
bloqueio hipofisirio mais intenso, o que gera necessidade
de maior quantidade de gonadotropinas para o estimulo
ovariano e conseqiiente aumento dos custos envolvidos
no tratamento. As taxas de gestagdo e abortamentos
encontradas sdo estatisticamente semelhantes. Nenhuma
outra conclusio em favor de um dos métodos pode ser
extraida dos trabalhos até entdo publicados®.

Devido a presuncio de que a mais intensa supressio
hipofisdria possa gerar maior necessidade de gonadotro-
pinas, alguns estudos foram realizados com o intuito
de testar o resultado da diminui¢do na dose do agonista
de GnRH de uso didrio ou de depésito!'> 414175 Estes
mostraram que a administra¢io de menor quantida-
de de agonista do GnRH reduz o grau de supressdo
hipofisiria, com manuteng¢do da capacidade de evitar
elevagdes precoces de LH. Outros autores verificaram que
a interrup¢do da administragdo didria de GnRH antes
da aspiragdo folicular, inclusive no inicio do estimulo
ovariano com gonadotropinas, possibilita preven¢do do
aparecimento do pico precoce de LH, bem como ndo
interfere nas taxas de fertilizacdo e gravidez".




Concordante com a literatura, o presente estudo
demonstrou que a utiliza¢gdo de 1,87 mg de acetato
de leuprolide de depésito foi capaz de evitar o surgi-
mento de pico precoce de LH e a luteinizagdo folicular
prematura, o que pode ser depreendido pela taxa de
recuperagdo oocitdria, adequada taxa de odcitos ma-
duros e baixa incidéncia de od6citos degenerados ou
p6s-maduros. O presente estudo revelou, também, boas
taxas de fertilizagdo e de gestagdo clinica. Acreditamos
que as taxas de implanta¢do observadas neste estudo
sejam semelhantes aquelas descritas em outros estudos
da literatura®*.

Dal Prato et al.”’” compararam dois grupos de
pacientes que utilizam doses diferentes de agonista de
depésito (1,87 e 3,75 mg) previamente a estimula¢do
ovariana controlada. Verificaram que pacientes que re-
cebem menor dose de triptorelina necessitam de menor
quantidade de gonadotropinas, bem como apresentam
maior nimero de odcitos recuperados, maior incidéncia
de o6citos maduros e melhor taxa de fertilizagdo. Ndo
observaram diferenca significativa entre as taxas de
implantacdo, gesta¢do ou abortamento.

Por outro lado, estudo randomizado com a utiliza-
¢do de doses distintas de triptorelina (1,87 e 3,75 mg)
previamente a estimula¢do ovariana para FIV ndo
mostrou diferenga significativa no niimero de o6citos
captados ou embrides produzidos. Também ndo rela-
tou diferenca nas taxas de gesta¢do ou na dose total de
gonadotropinas utilizada em pacientes que receberam
diferentes doses do agonista de depésito'’.

Acredita-se que hd necessidade de agdo direta do
LH em seus receptores especificos no endométrio para
adequado crescimento endometrial e receptividade

Referéncias

uterina®. E possivel que a expressio endometrial de
receptores de estrogénios e progestégenos esteja al-
terada em ciclos de estimulo ovariano controlado que
apresentem baixos niveis de LH em conseqiiéncia da
utilizacdo de agonistas de GnRH?. Sugerimos que
a diferenca nos resultados observada entre os estu-
dos possa residir no tipo de gonadotropina utilizada
no estimulo ovariano: FSH versus gonadotropina de
mulheres menopausadas (hMG). Sabe-se que a hMG
possui atividade LH e essa administra¢do exdgena de
LH pode ter balanceado os efeitos de diferentes graus
de supressdo hipofisiria induzidos por distintas doses
de triptorelina. Embora necessite de estudos especificos
para confirmacdo, acreditamos que doses menores de
agonistas de GnRH podem proporcionar menor inter-
feréncia na receptividade endometrial, diminuindo a
necessidade de suplementa¢do de LH ou mesmo utilizar
FSH de forma isolada para a estimulag¢do ovariana.

Estamos certos da necessidade de complementagdo
deste estudo, trabalho que jd se encontra em andamento,
com a inclusdo de grupo controle para reforcar os resul-
tados observados. Porém, estamos confiantes de que as
amplas vantagens que este esquema pode proporcionar,
mantendo resultados satisfatérios, justificam sua utilizagdo
em vdrias circunstancias. Se doses ainda menores (1/3 ou
1/4 de ampola) podem resultar em resultados semelhantes
ou melhores, ainda devera ser investigado.

Em conclusio, os resultados indicam que a adminis-
tracdo de meia dose (1,87 mg) de acetato de leuprolide
de dep6sito por via subcutinea para bloqueio hipofisario
pode ser utilizada com sucesso em ciclos de estimula¢do
ovariana para FIV. Maior conforto, praticidade e menor
custo sdo suas principais vantagens.
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