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RESUMO

Atualmente, quase todos os protocolos de fertilizag&o in vitro incluem o uso de
analogos do GnRH. Esta pratica tem como objetivo evitar um indesejado pico
prematuro de LH, com conseqlente ovulagdo precoce ndao programada, visando
diminuir, desta forma, o risco de cancelamento dos ciclos. O diagnéstico do
bloqueio hipofisario é realizado através da dosagem sérica de estradiol ( E, ),
muitas vezes associada com a mensuracdo da espessura endometrial. Neste
estudo, foi avaliada a Dopplerfluxometria das artérias uterinas como método
diagnostico do estado hipoestrogénico provocado pelo bloqueio hipofisario, apds a
administracdo de GnRH-a em ciclos de FIV. Setenta pacientes que se
submeteram a tratamento de Reproducao Assistida foram selecionadas. Dez dias
apds a administracdo de GnRH-a, foram feitas dosagens séricas de E; e ultra-
sonografia endovaginal para mensuracao da espessura endometrial, avaliagéo da
morfologia ovariana e Dopplerfluxometria das artérias uterinas. Considerando
valores de E; < 30 pg/ml como padrdo ouro para ponto de corte, a medida da
espessura endometrial apresentou uma sensibilidade de 77,8 % e uma
especificidade de 61,7 %. Ja com a Dopplerfluxometria, a sensibilidade foi de 72,2
% e a especificidade de 71 %. Ao combinarmos os dois métodos, encontrou-se
uma especificidade de 83,15%. Conclui-se que o estudo Dopplerfluxométrico das
artérias uterinas pode ser um instrumento importante no diagndstico do estado

hipoestrogénico em ciclos de reprodugéao assistida, apds o uso de GnRH-a.
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1- INTRODUGAO

As técnicas de reproducgdo assistida, utilizadas para o tratamento da infertilidade
conjugal, vém sendo cada vez mais utilizadas, ndo somente pelos melhores
resultados que vem apresentando, como também pela maior facilidade técnica e
baixo risco do procedimento. Assim, este tratamento ja faz parte do arsenal
terapéutico disponivel pela medicina reprodutiva, para o tratamento do casal

infértil, devido as mais variadas etiologias.

O uso dos analogos do horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH-a) em
pacientes submetidas a tratamento com técnicas de Reproducdo Assistida tem
como objetivo impedir um possivel pico prematuro do Horménio Luteinizante (LH),
e a consequente ovulacdo precoce (Hughes et al, 1992), o que impediria a
captacao ovular. Desde a introdugcdo de seu uso na pratica clinica, tem sido
descritos um aumento nas taxas de gravidez e uma diminuigdo no numero de
ciclos cancelados (Tan et al, 1992). O principal efeito do GnRH-a é criar um
bloqueio da fungao hipdfiséria, através da ocupacao dos receptores hipofisarios,
levando a um estado de hipopituitarismo e consequente hipoestrogenismo
temporario, com niveis de estrogénio sérico semelhantes aos encontrados em
mulheres na pds-menopausa (Tan et al, 1994; Wikland et al, 1994). Este efeito,
por sua vez, pode demorar um periodo de 7 a 20 dias para ocorrer (Brzyski et al,
1989). Assim, apds o inicio do uso dos GnRH-a, é fundamental que se confirme a

sua agao, antes do inicio do estimulo ovariano (Calhaz-Jorge et al, 1995).
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A dosagem dos niveis séricos de Estradiol (Ez) é considerada o método padrao
ouro, uma vez que determina diretamente a resposta ovariana a estimulagéao
gonadotrofica (Sampaio et al, 1991). Da mesma forma, a dosagem das
gonadotrofinas (Horménio Luteinizante - LH e Horménio Foliculo Estimulante —
FSH) ira determinar diretamente, se a hip6fise encontra-se bloqueada. Outro
método bastante utilizado é a medida da espessura endometrial através da ultra-
sonografia endovaginal que, associado com a avaliagdo da morfologia ovariana,
tem sua sensibilidade e especificidade elevados, uma vez que mede indiretamente

a funcao ovariana. (Barash et al, 1998; Schulman et al, 1989 ).

A busca de um método de maior efichAcia sem a necessidade de exame
laboratorial, para avaliar este estado de hipoestrogenismo é importante, ndo sé
para as técnicas de reproducdo assistida, mas também no seguimento de
pacientes amenorréicas com ou sem faléncia ovariana, selecionando aquelas que
responderiam positivamente ou ndo ao teste do progesterona (Nakamura et al,

1996).
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1.1 — Analogos do horménio liberador das gonadotrofinas

1.1.1- Descobrimento e desenvolvimento

A pequena area na base do cranio que margeia o hipotalamo e a pituitaria sempre
foi foco de curiosidade cientifica. Na histéria médica antiga, observou-se que as
duas estruturas sao conectadas, e que deveriam ter algum tipo de relacéao
funcional. Galeno, médico da Roma antiga, propds a idéia de que as impurezas do
cérebro eram drenadas através da pituitdria para a nasofaringe, tendo este

conceito sido aceito por 16 séculos.

Somente no século XVII, dois cientistas (Schneider, na Alemanha, e Lower, na
Inglaterra) propuseram a idéia de que vdrias substancias eram “destiladas” da
pituitdria para a circulagdo, concordando com o conceito moderno de uma

glandula com secrec¢éao interna, segundo a descricao de Medvei (1982).

Durante a Primeira Guerra Mundial, a privacao nutricional foi suspeitada como
causa de “amenorréia de guerra”. Apds a Segunda Guerra Mundial, identificaram-
se fatores psicogénicos como causa primaria de amenorréia de guerra, como:
stress, medo, ansiedade, perigo. Estes fatores foram implicados em diversos
sintomas reprodutivos em humanos, variando desde ovulagdo paraciclica e
sangramento uterino repentino, até involucao de foliculos ovarianos e atrofia

testicular.

13



O conceito de que a glandula pituitaria é regulada pelo hipotalamo foi formulado
em 1933, por Hinsey e Markee, conforme descrito por Henzl et al, (1993). Os
experimentos em animais demonstraram a relagcao entre o hipotalamo e a fungéao
pituitaria gonadotropica, assim como o sistema de circulagao portal, com capilares
conectando o hipotdlamo com a hipéfise anterior, e com fluxo sanguineo direto do
hipotalamo para a pituitaria. Harris, em 1955, também provou que fibras nervosas
dos nucleos hipotalamicos liberam substancias nos capilares deste sistema portal
e que estes neurohumores, tendo sido transportados para varias células tréficas
da hipdfise anterior, regulam suas funcbes. Estas descobertas inspiraram

trabalhos com extratos de pituitaria e sua purificacao (Henzl et al, 1993).

Em 1971, Schally e Guillemin, dois cientistas que ndo se conheciam, isolaram,
pela primeira vez, o horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), conseguindo
também sua definicdo estrutural e sua sintese, cabendo a eles o Prémio Nobel de

Medicina de 1977 (Schally et al, 1971; Medvei, 1982).

1.1.2 - GnRH e reproducao

A exploragao do papel do GnRH em processos reprodutivos levou a descoberta de

mecanismos do sistema nervoso central para controle da fungdo gonadal em

primatas. Knobil et al (1988), demonstraram a importancia do modo pulsatil da

secrecao de GnRH, e postularam que um pulso gerador hipotalamico de GnRH é
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indispensavel para a iniciagao e a manutencgao da fungado normal do eixo pituitario-

gonadal.

O GnRH é um peptideo composto de 10 aminoacidos (Fig 1), secretado pelas
células neurais do nucleo arqueado da porcao mediobasal do hipotalamo de
maneira pulsatil. Os ax6nios nestes neur6nios estdo em contato intimo com os
vasos do sistema porta hipotalamo-hipofisario. A liberagao pulsatil de GnRH pelos
neurdnios hipotalamicos faz com que as células gonadotropicas da pituitaria, que
representam 10% de sua massa celular, liberem as gonadotrofinas (FSH e LH),
também de forma pulsatil, sendo estas as responsaveis pelo controle da
maturacao folicular e pela biossintese de esterdides sexuais gonadais. O GnRH
circulante tem uma rdpida degradagcdo enzimatica por peptidases, que
preferencialmente interagem com o peptideo na posicao “6” da molécula. Desta
forma, possuem uma meia vida curta, de apenas 2 a 5 minutos, fazendo com que
os pulsos hipotalamicos de GnRH sejam reconhecidos como eventos Unicos pelos
receptores hipofisarios. Assim, uma administracdo continua de GnRH levaria a
uma diminuicdo dos receptores de GnRH nas células gonadotréficas da glandula
pituitaria, resultando num decréscimo nos niveis de FSH e LH, seguido por uma
interrupcao da maturacao folicular e da biossintese de esterbides sexuais.(Knobil

et al, 1988; Conn et al, 1991; Waters et al, 1990).

A estimulacédo da liberacdo, da transcricdo, da translacdo, da glicosilacédo e da
armazenagem do FSH e do LH em granulos secretérios no gonadotrofo pituitario €

iniciada pela ligagdo do GnRH a receptores especificos na membrana plasmatica
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(Clayton et al, 1987; Jennes et al, 1984 e Wise et al, 1984). Esta interacdo do
GnRH com seus receptores € seguida inicialmente por uma rapida estimulacao da
liberacdo de gonadotropinas e de internalizagdo do complexo GnRH-receptor
(Conn et al, 1985, e Suarez Quian et al, 1986). Este processo de internalizacao foi
também demonstrado com uma grande variedade de analogos, e requer ativacao
do receptor de GnRH (Braden et al, 1990), que se inicia com a mobilizacao de
ions caélcio, para aumentar a concentragao intracelular de calcio. O papel do calcio
como um segundo mensageiro de GnRH foi estabelecido por varios experimentos
do grupo de Conn, (Conn et al, 1987; Conn et al, 1991). Omissao de célcio ou
adicao de excesso de quelantes de calcio em meio de cultura com células
gonadotroficas faz com que as células se tornem refratarias ao GnRH (Virmani et
al, 1990, Jinnah et al, 1986, Emons , 1989). Efeitos semelhantes sao obtidos com
bloqueadores de canais de calcio, como o verapamil (Waters et al, 1990).
Aumento no calcio intracelular induz liberacdo de gonadotrofina na auséncia de
GnRH. Cloreto de potéssio, ionomicina, ionéforos de calcio e lipossomos, que
despolarizam a célula gonadotréfica e que abrem os canais de célcio, aumentam a
entrada de célcio e estimulam a secre¢é@o de gonadotrofinas. O receptor de GnRH
parece estar ligado aos canais de célcio na membrana plasméatica. A ativagéo do
receptor através de microagregacao abre estes canais e permite um influxo de
calcio extracelular (Conn et al, 1986). O calcio, entado, se liga a calmodulina, uma
proteina intracelular de ligacao de célcio. O complexo calcio-calmodulina, por sua
vez, ativa a proteina C-quinase, que media a expressao génica da gonadotrofina.
Inibidores da calmodulina podem inibir a estimulacdo de gonadotropina induzida

pelo GnRH. O receptor de GnRH também parece estar ligado a uma proteina G,
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que ativa a fosfolipase C. Esta é uma proteina chave na via fosfatidil-inositol. A
hidrélise do fosfatidil-inositol gera diacilglicerol, que também ativa a Proteina C-

quinase. (Conn et al, 1986, Waters et al, 1991).

1.1.3 - Desenvolvimento dos analogos do GnRH

Como o GnRH natural tem uma vida média de apenas dois a cinco minutos, varios
compostos analogos foram desenvolvidos, aumentando sua poténcia bioldgica em
até 200 a 300 vezes, e com meias-vidas de até meses (Conn et al, 1991). Mais
ainda, Conn et al, (1991) e Waters et al (1990) demonstraram que, durante sua
administracado a longo prazo, ao invés de estimular a fungdo gonadal, obteve-se
uma inibicdo da secrecdo das gonadotrofinas pituitarias, com consequiente

supressao da fungdo ovariana e testicular.

Embora a utilidade terapéutica da caracteristica estimulatéria do GnRH seja
limitada a certas sindromes hipogonadais, como a amenorréia hipotalamica, os
efeitos inibitérios dos analogos do GnRH séo Uteis em condigbes que requeiram a
supressao dos horménios gonadais, como: endometriose, puberdade precoce,
miomatose uterina, carcinoma prostatico, crescimento excessivo de pélos em
hirsutismo, sindrome pré-menstrual, e inducdo de ovulacdo para reproducao

assistida (Clayton, 1988).
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Tabela 1- SeqUéncia de aminoacidos dos analogos agonistas do GnRH

SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DOS ANALOGOS DO GNRH

Compostos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GnRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly-NH>
Buserelin 1 2 3 4 5 D-Ser 7 8 9 ethylamine

Goserelin 1 2 3 4 5 D-Ser 7 8 9 AzGly
Leuprorelin 1 2 3 4 5 D-Leu 7 8 9 ethylamine

Triptorelin 1 2 3 4 5 D-Trp 7 8 9 Gly-NHz
Nafarelin 1 2 3 4 5 D-Nal 7 8 9 Gly-NH>

FONTE: Adaptada de Felberbaum et al, 2001.

1.1.4 — Mecanismo de agao dos analogos do GnRH

Apds a sequéncia de aminoacidos do GnRH ter sido isolada e analisada com
sucesso, foi possivel, através da modificacdo da estrutura molecular deste
decapeptideo e pela introducdo de D-aminoacidos, principalmente na sexta
posicao, obter compostos analogos com efeitos agonisticos (Knobil, 1980). Estes
compostos tém 100 a 200 vezes mais afinidade de ligagcdo aos receptores de
GnRH do que a molécula nativa. Os agonistas foram originalmente designados

para aumentar sua afinidade aos receptores de GnRH das células gonadotréficas
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e sua duragdo de agdo, tornando-os mais resistentes contra a digestao
enzimatica. Apdés um curto periodo de estimulacdo da secrecdo de FSH e LH, é
observado o chamado efeito “flare-up” (do inglés: chama ou explosdo), uma
reducdo de receptores de GnRH na membrana celular das células gonadotréficas
(Lemay et al, 1984). Num periodo de aproximadamente doze horas, este efeito
estimulatério leva a um aumento de cinco vezes no nivel de FSH, de dez vezes no

de LH, e de quatro vezes no de estradiol.

As acbes do GnRH sao mediadas por receptores de alta afinidade para o GnRH,
encontrados nas membranas plasmaticas dos gonadotrofos pituitarios. O passo
inicial na acdo do GnRH ¢é sua ligacdo com os receptores. A ligacdo causa uma
microagregacao de receptores e uma formagdo de complexo. O complexo
formado € entdo, internalizado e degradado, embora sua internalizacdo nao seja
necessaria para a liberacdo de gonadotrofinas. Os receptores de GnRH séao
pareados a proteinas G de ligagédo, que ativam a fosfolipase C, que, por sua vez,
induz a producgéo de fosfatos de inositol e de diacilglicerol. Este processo leva a
mobilizacdo do ion Calcio e ativagdo da proteina C-quinase, resultando na
liberacdo de FSH e LH. A secrecdo normal de GnRH ¢é pulsatil, e a estimulagao
fisiolégica da secrecao de gonadotrofinas requer liberacao intermitente de GnRH.
Uma administracdo Unica ou intermitente de agonistas de GnRH, que possuem
uma maior afinidade pelos receptores, induz a uma liberagdo maior e mais
sustentada de LH e FSH. Se esta administragao for prolongada, ira ocorrer uma
inibicao do eixo hipofisario-gonadal através de um processo de “down-regulation”,

ou seja, uma reducao no numero de receptores pituitarios disponiveis para GnRH.
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Como consequiéncia, haverd uma dessensibilizagdo dos gonadotrofos pituitarios, e
uma supressao dos niveis circulantes de FSH e LH e dos esterdides sexuais

(Lunenfeld, 1999).

Este efeito ira ocorrer apdés um periodo de aproximadamente 07 a 21 dias de agao
constante do agonista do GnRH, quando a glandula pituitaria se torna
completamente dessensibilizada e refrataria ao estimulo pelo GnRH. Niveis baixos
de LH e FSH resultam na paralisacao do desenvolvimento folicular. Esta queda
nas gonadotrofinas é seguida por uma queda dos esterdides sexuais, ao nivel de
castracao. Estes fendbmenos representam a base para o uso clinico dos agonistas
do GnRH , em que existem indicacbes clinicas para uma castracao iatrogénica,
temporaria e reversivel (Loumaye, 1990; Smitz et al, 1992; Felberbaum et al,

1999; Stanger et al, 1985).

A poténcia dos agonistas do GnRH como estimuladores ou inibidores da secre¢éo
de gonadotrofinas hipofisarias permite a exploracdo de seu uso como um método
de “gonadectomia médica reversivel’, aplicavel ao tratamento de doencas
dependentes de esterdides gonadais. Isto serviu como base para desenvolvimento
de quatro tipos de modalidades de tratamentos baseados em fisiopatologias

diferentes (Lunenfeld, 1999):

1. Para suprimir os esterodides sexuais em doencas onde seu desenvolvimento ou

progressao seja dependente destes esterdides. Por exemplo: cancer de prostata
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metastéatico, cancer de mama ou de endométrio horménio-dependente, miomatose
uterina, endometriose.

2. Para inibir 0 aparecimento precoce da pulsatilidade de GnRH (puberdade
precoce central) ou para atrasar a instalagdo normal da pulsatilidade puberal de
GnRH, a fim de retardar o fechamento epifisario e permitir continuagdo do
crescimento em criangas com crescimento lento.

3. Para controlar a dindmica de secrecao de gonadotrofinas na inducao da
ovulacéo ou estimulagao ovariana, como tratamento adicional de anovulagéao,
sindrome de ovarios policisticos e protocolos de reproducao assistida.

4. Para explorar efeitos locais de agonistas de GnRH em tecidos que tenham
receptores de GnRH. Por exemplo: miomatose uterina e alguns tipos de doencgas

malignas.

1.1.5 — Agonistas do GnRH na hiperestimulacao ovariana controlada

O uso de agonistas de GnRH com o propédsito de estimulagdo ovariana € um
exemplo dos métodos contemporadneos para manuseio da indugdo da ovulagéao
em reproducdo assistida. Loumaye, em 1990, demonstrou que 0s picos
prematuros de LH tem sido responsaveis por uma eficacia reduzida da
estimulacdo ovariana por gonadotrofina menopausica humana (HMG) e/ou
hormonio foliculo estimulante (FSH) puro ou recombinante, em programas de
fertilizagcao in vitro. Stanger et al, em 1985, mostraram que estes picos também
afetam negativamente a qualidade oocitaria e embrionaria, e, consequentemente,
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as taxas de gravidez. Estes estudos foram confirmados por outros autores: Pellicer

et al, (1989); Pellicer et al, (1992); Pellicer et al, (1998); Ron El et al, (1992).

A introducdo do tratamento com os agonistas do GnRH veio corrigir a maioria
dessas dificuldades e fracassos. Smitz et al (1992), demonstraram que a média de
ciclos estimulados que eram cancelados devido a ma resposta foi diminuida para
apenas 2%. Como a estimulacao da ovulacao passou a ser programavel (Dimitri et
al, 1989; Valle et al, 2003), o conforto e adequacédo ao tratamento, tanto para
pacientes quanto para médicos, tornou-se maior. Felberbaum et al, (1999),
relataram que a supressao da producao de hormdnios enddgenos pelos analogos
de GnRH, seguida pela estimulacdo com gonadotrofinas, havia se tornado

tratamento de primeira escolha na maioria dos centros.

Diferentes protocolos de tratamento podem ser utilizados, incluindo tratamentos de
protocolo longo, que objetiva uma supressao pituitaria completa, e os protocolos
curtos e ultracurtos, onde o efeito inicial de “flare-up” que determina um aumento
de gonadotrofinas pode intensificar a estimulacdo ovariana. Entre estes
protocolos, o longo é geralmente o mais efetivo e 0 mais usado, pois apresenta
melhor sincronismo folicular, maior taxa de aspiracdo oocitaria, maior numero de
embrides disponiveis para transferéncia e, mais importante, maior taxa de

gestacao (Geber et al, 2002).
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1.2 - Protocolos de estimulacao ovariana controlada, com uso de

agonistas do GnRH

LONGO: - O uso do analogo pode ser iniciado tanto na fase folicular precoce
quanto na fase lutea média (Geber et al, 2001), com objetivo de suprimir a fungéo
hipofisaria. Uma vez confirmada a supressdo, inicia-se a inducdo da
foliculogénese com gonadotrofinas exdégenas. A confirmagdo da supressao da
funcdo hipofisaria é realizada com os seguintes parametros: niveis de E2
compativeis com castracao, ou seja, inferiores a 30 pg/ml, espessura endometrial

menor que 5 mm, e ovarios livres de cistos funcionais.

CURTO: O GnRH-a é administrado por 2 a 3 dias no comeco da fase folicular, e
seguido pela administracdo de gonadotrofinas exdgenas. (Pellicer et al, 1989; Ron

El et al, 1992).

“FLARE-UP” CONCORRENTE: regime onde o GnRH-a é administrado junto com

as gonadotrofinas, no inicio da fase folicular. (Loumaye et al, 1989; Hughes et al,

1992)
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AQUI ENTRA A FIGURA 1

Figura 1- Representacdo esquematica de trés protocolos basicos de
hiperestimulag&o ovariana.
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1.3 — Vias de administracao:

Os analogos do GnRH podem ser administrados por diferentes vias, sem
interferéncia com sua funcdo. As vias para administracdo parenteral sao: -
subcutanea (Lockwood et al, 1995; Wren et al, 1991), subdérmica (Corson et al,
1992), intramuscular (Broekmans et al, 1996) e intranasal (Yuzpe et al, 1995).
Segundo estudos de Conn, (1991) e Wren et al, (1991), ndo ha diferenca
significativa quanto ao grau de blogueio hipofisario obtido pelas diferentes vias de
administracdo, desde que as doses e o tempo de utilizagdo sejam adequados.
Conn (1991) também relata que as vias que necessitam de inje¢cdes diarias séo
mais sujeitas a falhas na dosagem correta, podendo ser necessario um namero
maior de dias de aplicacbes para obtencdo da supressdo pituitaria. Este
prolongamento do tempo de aplicacdo pode resultar em maior incidéncia de
efeitos colaterais nos sitios de aplicagdo, como hematomas, celulite e inflamagao
ou infeccdo locais. Por outro lado, o autor ndo vé necessidade em redugédo da
concentragcdo do medicamento apds a obtengédo do bloqueio, por se acreditar que
haveria melhor resposta folicular com reducao da dose do analogo antes do inicio
da administracdo das gonadotrofinas. Isto reforca uma possivel vantagem da
administracao de dose Unica da substancia, conforme observado por Geber et al,

(2002) e Pellicer et al, (1992).
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1.4 — Complicacoes e efeitos colaterais dos analogos do GnRH

Embora incomum, a anafilaxia foi relatada ap6és a injecao de GnRHa de depdsito,
por Letterie, (1991) e Raj (1996). Erupgdes cutdneas também foram descritas,
apesar de raras, segundo Brodgen, (1990). Um caso de angustia respiratoria
aguda foi descrito por Gamelin, em 1995, ap6s administracao de leuprolide. Por
tudo isto, recomenda-se que a administracdo de analogos do GnRH na forma de
deposito seja sempre feita por um profissional de saude experiente, de preferéncia
em ambiente hospitalar ou de clinica, onde medidas de emergéncia possam ser

administradas, em caso de necessidade.

Com relagdo aos efeitos locais da injecao, foram descritos: formacao de
abscessos estéreis em 5% das aplicagdes; aparecimento de areas de induragao
em 10% dos casos, (Neely et al, 1992), sendo mais comuns em criangas do que
em adultos. Edema local, urticaria e inflamagao também foram observados por

Manasco et al, em 1993.

Em nivel sistémico, foram descritos efeitos colaterais no sistema nervoso central,
com alteracbes de memoria e de cognicao, devido ao hipoestrogenismo (Newton,
1996) e efeitos ovarianos, com possivel comprometimento da foliculogénese pela
inibicdo do fator de crescimento insulina simile (Fiore et al, 1997) e da
progesterona (Parinaud et al, 1988). Estes dados, entretanto, ndo foram

confirmados por outros autores (Ron El, em 1990).
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1.5 — Avaliacao do bloqueio da funcao hipofisaria

1.5.1 - Dosagem dos niveis hormonais:

A confirmagéo da supressao da fungao hipofiséria deve ser realizada idealmente
através da dosagem dos niveis séricos dos hormédnios ali sintetizados. Assim, a
dosagem das gonadotrofinas, FSH e LH, encontrar-se-a em niveis reduzidos e
compativeis com o bloqueio da fungéo hipofisaria, quando dosadas em mulheres
submetidas a administragdo de GnRH-a. Como a conseqiéncia direta da
supressao da fungdo hipofisaria € a parada da funcdo ovariana, um estado de
hipogonadismo induzido e transitorio ira acontecer. Desta forma, a medida dos
niveis circulatérios dos horménios ovarianos também servira como um excelente
método para confirmacao da hipofisectomia clinica. Assim, a dosagem dos niveis
de estradiol circulante tem sido considerada como o padrdo ouro para confirmagao
do fenébmeno de “down-regulation” apds a administracdo de GnRH-a. A dosagem
é realizada pelo método de radioimunoensaio, sendo considerado o valor de 30
pg/ml ou 100 pmol/mL como o ponto de corte, abaixo do qual considera-se obtido

o efeito dos andlogos.( Brzyski et al, 1989; Alvarez et al, 1997; Balen et al, 2001)
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1.5.2 - Avaliagcao da espessura endometrial por ultra-sonografia:

A medida da espessura endometrial, através da ultra-sonografia transvaginal
(USTV), tem se consagrado como um exame rotineiro na pratica clinica,
principalmente durante a monitorizacdo da resposta ovariana, na estimulacado
ovariana controlada, de acordo com os mais diversos protocolos de indugcao da
ovulacdo (Fanchin et al, 1999; Hughes et al, 2000). Uma correlagao direta entre
aumento dos niveis séricos de 17-B estradiol e o aumento da espessura
endometrial foi demonstrada em diversos estudos, e confirma a existéncia de
receptores endometriais ao estrogénio (Hughes et al, 2000; Fanchin et al, 2000;

Child et al, 2002).

Outros estudos avaliaram o efeito da auséncia de funcdo ovariana, seja ela
espontanea ou induzida pelo uso dos analogos do GnRH, sobre o endométrio
(Pellicer et al, 1992; Smitz et al, 1992; Bassil et al, 1997; Turnbull et al, 1995).
Estes autores também demonstraram uma forte associacdo entre a medida da
espessura endometrial realizada por via ultra-sonografica pélvica e/ou endovaginal

e o status hormonal.

Assim, como o endométrio responde diretamente a acao estrogénica em seus

receptores, sua espessura ird corresponder diretamente ao nivel hormonal

circulante.
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A medida da espessura endometrial representa uma possibilidade de avaliagéo
isolada da supresséo hipofisaria, tendo como vantagem a sua praticidade e o fato
de ser um método ndo invasivo. Sua associacdo com a dosagem sérica de

estradiol aumenta a sensibilidade de ambos os exames.

BARASH et al (1998), estudaram o valor da medida da espessura endometrial
como método diagndstico para supressao da funcao hipofisaria em 181 pacientes
submetidas a tratamento de infertilidade pela técnica de fertilizagdo in-vitro, em
265 ciclos. Os autores encontraram uma sensibilidade de 92,2%, quando usaram
a medida da espessura endometrial menor ou igual a 6 mm, como parametro, e

niveis séricos de estradiol inferiores ou iguais a 55 pg/ml, como padrao ouro.

CHILD et al (2002), demonstraram que a medida da espessura e do volume
endometriais, através da ultra-sonografia tridimensional, sdo bons parametros
para predicdo da condicdo de supressao pituitéria. Eles utilizaram 144 mulheres,
em 164 ciclos de FIV, administrando doses subcutdneas diarias de buserelin, a
partir do inicio da fase folicular, em protocolo longo. Concluiram que a medida
tridimensional do volume endometrial € uma nova ferramenta para avaliar o grau
de supressao hipofisaria, e que esta medida do volume ou da espessura
endometrial através do ultra-som possa substituir medidas rotineiras de estradiol
sérico como preditor do estado de supressao hipofisaria. Com niveis de estradiol
de 100 pmol/ml, comparados ao volume endometrial e a espessura endometrial, a
sensibilidade para diagnostico de bloqueio hipofisario foi de 91,9%; a
especificidade foi de 34,1%; o Valor Preditivo Positivo foi de 80,7%, e o Valor
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Preditivo Negativo foi de 58,3%. Nestas mesmas condi¢des, o diagnostico de falha
de bloqueio hipofisario teve uma sensibilidade de 80,5%, uma especificidade de
45,5%, com um Valor Preditivo Positivo de 33,0% e um Valor Preditivo Negativo

de 87,5%.

SABINO et al. (1999) avaliaram 268 pacientes submetidas a FIV e que utilizaram
analogos do GnRH (protocolo longo) para supressao da funcao hipofisaria antes
da inducéo da superovulacao. A medida da espessura endometrial foi realizada no
mesmo dia em que o Estradiol sérico foi dosado, com o objetivo de avaliar seu
valor como método diagnostico isolado do bloqueio hipofisario realizado pelo uso
do GnRHa. Os autores encontraram uma co-positividade de 92,9% entre a
espessura endometrial mensurada ao ultra-som e a dosagem sérica de Estradiol,
e concluiram que a medida da espessura endometrial apresenta elevada
sensibilidade e seguranca para ser utilizada como método diagnéstico isolado,
ressaltando que, em caso de duvida, deve-se proceder a dosagem dos niveis

séricos de E; para confirmagéo.

SHULMAN et al, em 1989, estudaram o endométrio, através da ultra-sonografia,
como um preditor do estado estrogénico em trinta pacientes amenorréicas. Eles
concluiram haver um coeficiente de correlacao de 71% (p = 0,001) entre os niveis
de estradiol e a espessura endometrial. Pacientes com espessura endometrial de
4 mm ou menos nao obtiveram sangramento com o teste da progesterona,
enquanto que todas as pacientes com espessura maior que 5 mm responderam a

administracdo de progesterona, com sangramento menstrual normal.
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MORCOS et al, em 1991, também mediram a espessura endometrial na avaliagao
da amenorréia, por via ultra-sonografica transvaginal. Em 70 pacientes, avaliadas
com sangramento induzido pela progesterona e com medida da espessura
endometrial, observaram que uma espessura endometrial de 1,5mm ou menos
prediz auséncia de sangramento apds o teste da progesterona. Isto resultou numa
sensibilidade de 94%, com um intervalo de confianca de 95% de 0,70 até 1,00, e
numa especificidade de 93%, com um intervalo de confianga de 95% de 0,82 até
0,98. Os valores preditivos positivo e negativo foram 79% e 98%, respectivamente.
Eles concluem que a espessura endometrial avaliada pela ultra-sonografia
transvaginal pode predizer os resultados do teste da progesterona em pacientes

com amenorréia.

NAKAMURA et al, em 1996, estudaram a relagcédo entre a espessura endometrial
ultra-sonografica e o sangramento induzido pela progesterona. Realizaram o teste
da progesterona num grupo de 44 pacientes com amenorréia secundaria, cuja
espessura endometrial e nivel de estradiol foram previamente determinados. As
relagdes entre a resposta ao teste da progesterona, espessura endometrial, e
nivel de estradiol sérico foram estudados, assim como se a presenca ou auséncia
de sangramento poderia ser predita pela espessura endometrial e pelos niveis de
estradiol. O endométrio estava significantemente mais espesso em 32 mulheres
que tiveram sangramento (10,3 +/- 4,1mm), do que em 12 que ndo sangraram
(5,0 +/- 1,3mm). O nivel de estradiol estava também significantemente mais alto
no grupo positivo: 45,3 +/- 19,4 versus 18,6 +/- 8,0 pg/ml ( p < 0,001 ). A
espessura endometrial de 6,0 mm ou mais predisse a ocorréncia de sangramento,
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com uma acuracia de 95,5%. Espessura endometrial foi superior ao nivel de

estradiol sérico em predizer sangramento.

1.5.3 - Avaliagdo ovariana através da ultra-sonografia endovaginal

A avaliagdo ultra-sonografica dos ovarios pode ser utilizada de forma
complementar para confirmacdo do bloqueio hipofisario, através da nao
visibilizagao de foliculos em crescimento, ou de cistos ovarianos. Estes cistos
ovarianos podem ser produtores de estrogénio, que, por sua vez, podem mascarar
o efeito inibidor do GnRH-a. Sendo realizado no mesmo tempo da avaliacdo da
espessura endometrial, a avaliagdo ovariana nao representa nenhum desconforto

extra para a paciente, mas sim, acrescenta uma maior sensibilidade ao exame.

WEISSMAN et al, em 1998, estudaram 22 pacientes submetidas a técnica de
reproducédo assistida, tratadas inicialmente com GnRH-a, mas sem sucesso na
obtencdo do bloqueio hipofisario. Estas pacientes apresentaram niveis altos de
estradiol, em concordancia com maior espessura endometrial, na presenga de
cistos ovarianos. Estes cistos foram puncionados por via ultra-sonogréfica
transvaginal, e os niveis de estradiol, assim como a medida da espessura
endometrial, foram repetidos apdés 48 horas. Houve significativa reducao na
espessura endometrial, concomitante com um grande declinio nos niveis de

estradiol sérico.
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SAMPAIO et al, em 1991, estudaram a formacao de cistos ovarianos durante a
estimulacdo com supressao hipofisaria, em 359 pacientes incluidas no programa
de fertilizacdo in-vitro. As pacientes foram classificadas de acordo com o tipo de
protocolo de dessensibilizacao hipofisaria utilizado, com buserelin administrado
por via subcutdnea, sendo protocolo longo e protocolo curto. A taxa de
aparecimento de cistos ovarianos foliculares simples no primeiro grupo foi de
9,82%, e no segundo grupo foi de 22,97% (p menor que 0,005). As formacgdes
cisticas ovarianas foram usualmente assintomaticas e nao funcionais, e a
presenga de cistos ndo pareceu interferir com a resposta ovariana ao tratamento
de estimulacdo. As taxas de recuperacao oocitaria e de gravidez foram similares
entre as pacientes com formagao de cistos e as sem cistos. Os autores concluem
que a formagédo de cistos ovarianos durante o tratamento com GnRH-a séo
provavelmente conseqiéncia do aumento inicial da concentracdo de
gonadotrofinas, e que a presenca de cistos ovarianos nestas condigées ndo deve

ser considerada como razao para cancelamento de ciclos de fertilizagao in-vitro.

JENKINS et al, em 1992, revisaram 780 ciclos de fertilizagdo in-vitro, onde se
utilizou protocolo longo com buserelin, e gonadotrofina menopausica humana para
estimulagdo ovariana, a partir do quarto dia de menstruagao. Foram identificados
cistos em 53 ciclos, com diametros de 30 a 50 mm. Destes 53 ciclos, o estradiol
sérico do quarto dia estava significativamente mais alto em 22 ciclos cancelados
por ma resposta folicular, do que em 31 ciclos que chegaram a aspiracao folicular
(p < 0,05). Dos 31 ciclos com aspiracao folicular, nove tiveram um nivel de

estradiol no quarto dia superior a 200 pmol/l (percentil 95 para estradiol de
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pacientes sem cistos aparentes), e estes ciclos produziram significativamente
menos embrides de grau 1 do que nos ciclos com niveis de estradiol menores ou
iguais a 200 pmol/l nas mesmas condi¢cbes (p < 0,05). Seis dos 53 ciclos com
cistos resultaram em concepgao, e todos eles tinham niveis de estradiol menores
que 200 pmol/l. Entre os 53 ciclos com cistos ovarianos, a progesterona sérica no
dia de cancelamento em quatro deles, e no dia de administracdo do HCG em um
deles, estava acima da média estabelecida para 104 ciclos sem cistos. Nao foi
observada diferenca significativa nos niveis de androstenediona sérica no quarto
dia, e os niveis de progesterona foram inferiores a 5nmol/l em todas as pacientes,
com excecao de uma. Os autores concluem que a atividade funcional de cistos

ovarianos € associada com influéncia adversa em ciclos de fertilizagao in-vitro.

1.5.4 — Utilizagao da dopplerfluxometria colorida na avaliagao da fungdo ovariana

O Efeito Doppler foi descrito pelo fisico austriaco Johann Christian Doppler, em
1842. O principio do Doppler afirma que, quando a energia € refletida de um
objeto em movimento, a frequéncia da energia refletida varia em relagdo a
velocidade do objeto em movimento. Clinicamente, este principio é usado para

determinar a velocidade do fluxo sanguineo nos vasos.

O fluxo da artéria uterina se origina da artéria hipogastrica. A artéria uterina
principal se divide num ramo ascendente, que cursa ao longo do corpo uterino

lateralmente e, apds penetrar a serosa uterina, forma uma circulagdo arqueada,
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com ramos radiais cursando até o endométrio, de forma espiralada. As artérias
espirais sdo 0s ramos arteriais terminais com o endométrio. Um ramo

descendente da artéria uterina supre o tergo superior da vagina.

A habilidade em determinar a velocidade é dependente tanto da freqiiéncia do
fluxo, como do angulo de insonacao. Se os vasos tém mais de 3 mm de calibre,
eles podem ser visualizados na imagem de escalas de cinza, e o angulo de
insonacao pode ser determinado, com a medida do didmetro do vaso. Isto permite

ao examinador quantificar o fluxo, em centimetros cubicos por segundo.

Desta forma, a onda de velocidade de fluxo mostra a sistole, representacéo da
méaxima atividade cardiaca, e a diastole, que assinala a resisténcia vascular
periférica — quanto maior a diastole, menor resisténcia vascular periférica e melhor

fluxo sanguineo do 6rgéo estudado.

Como o sistema Doppler ndo mede a quantidade de sangue que circula por um
vaso, € sim a onda de velocidade de fluxo, empregam-se, basicamente, dois
indices para quantificar o fluxo:

1- indice de Resisténcia (IR)=S—-D /D

2- indice de Pulsatilidade (IP) = S — D / Média (S/D)

Legenda: S — sistole

D - diastole.
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Quanto mais elevados sao os indices, menor é o fluxo sanguineo. Inversamente,

guanto mais baixos sdo os indices, maior € o fluxo sanguineo.

A partir da conhecida relacao que existe entre niveis séricos de E. e a resisténcia
vascular arterial, confirmada por diversos estudos (Bassil e cols, 1997; Vrtacnik-
Bokal et al, 1997; Vrtacnik-Bokal et al, 1998; Stener-Victorin et al, 1996; Turnbull et
al, 1995), passou-se a avaliar o comportamento vascular através de exames
Dopplerfluxométricos, com determinacao do indice de pulsatilidade (IP). Apesar de
tanto o IP quanto o IR refletirem a resisténcia da parede vascular jusante ao vaso
estudado, o IP tem sido mais utilizado por refletir de forma mais acurada as
variacoes da resisténcia periférica, principalmente quando a variacao Doppler, no
final da didstole cai abaixo do filtro de frequéncia (Griffin et al, 1983). Nas
situagdes em que a velocidade minima for igual a zero, o IR sera sempre igual a
unidade. Utilizando-se o IP, esta situagdo nao ira ocorrer, uma vez que sao
utilizadas 3 variaveis para seu célculo, tornando-o mais acurado para o estudo

comparativo.

A vasodilatagdo arterial, induzida diretamente pelo aumento na concentracao de
estradiol, permite a avaliacao desta correlacao através da comparacao do grau de
dilatagdo com o nivel sérico hormonal. O mecanismo desta relacdo se deve
provavelmente a acdo direta do estrogénio sobre o0s vasos arteriais ou,
indiretamente, através da modulacao da producado e liberacdo de substancias

vasoativas (deZiegler et al, 1991; Favre et al, 1993; Tinkanen et al, 1995).
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BASSIL et al, em 1997, estudaram a relacéo entre a vascularizagao ovariana e a
duragéo da estimulacdo para Fertilizagao in-vitro, em 196 ciclos. As variagdes no
fluxo sanguineo ovariano apés a “down-regulation” com GnRH-a e a estimulagéao
com HMG foram determinadas. As informagdes obtidas mostraram que o fluxo
sanguineo ovariano foi significativamente melhorado pela secrecao de estradiol
(p = 0,05) e pela administracdo de HCG ( p = 0,003 ). A foliculogénese foi afetada
pelo suprimento sanguineo. O valor do Indice de Resisténcia (IR) foi
significativamente diferente (p = 0,05), de acordo com a duragao da estimulacéo
ovariana. Pacientes com um IR médio > 0,56 tiveram uma estimulacdo mais longa,
com um numero médio de odcitos coletados significativamente menor (p = 0,01),
apesar da administracdo da dose padrao de HMG. Os autores concluiram que o
valor do IR é um bom indicador de modificacbes na vascularizacao ovariana
durante a estimulagéo, e que a medida Dopplerfluxométrica pode ser usada para
determinar o momento ideal para inicio da administragdo de gonadotrofinas
exdgenas em pacientes submetidas a estimulagdo ovariana, apdés “down-

regulation” por analogos do GnRH.

ZAIDI et al, em 1996, estudaram o fluxo sanguineo intraovariano através da ultra-
sonografia transvaginal, com Dopplerfluxometria, prospectivamente, em seis
mulheres, durante o periodo periovulatério. Todas as pacientes tinham ciclos
menstruais ovulatérios regulares, com niveis de progesterona sérica do meio da
fase lutea consistentes com ovulacado espontanea no ciclo anterior. Cada paciente
foi submetida a exames seriados de USTV e Doppler colorido pulsatil do fluxo

sanguineo, no estroma ovariano e na parede do foliculo dominante ou do corpo
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liteo. Quando o didmetro folicular médio foi > 16 mm ou o dia -2 da provavel
ovulagdo foi alcangado, as pacientes foram rastreadas em intervalos de seis
horas, as 6:00, 12:00, 18:00 e 24:00 horas, até a rotura folicular, para investigar a
presenca de ritmos circadianos. O indice de Pulsatilidade (IP) e a velocidade do
pico sistélico maximo (Vmax) foram calculados como indices Doppler de
impedancia a fluxo sanguineo e velocidade, respectivamente. Uma amostra de
sangue venoso foi colhida a cada visita, para analise hormonal subsequente. Nao
houve flutuacdo circadiana significante na Vmax folicular média e nem no IP
folicular médio, antes ou depois do pico de LH. Da mesma forma, a Vmax média e
o IP médio no estroma ovariano ndo dominante nao mostraram nenhuma
flutuacdo significante nos mesmos periodos. O IP médio no estroma ovariano
dominante mostrou flutuacbes diarias, com os maiores valores ocorrendo mais
comumente as 6:00 hs, e os mais baixos a tarde e a noite. Esta flutuagéao foi o
reverso da variagao circadiana previamente demonstrada nas artérias uterinas. De
qualquer forma, em contraste com a artéria uterina, comparagao entre os valores
de IP médios no estroma do ovario dominante as 6:00 e as 18:00 hs somente
apresentou significancia apdés o pico de LH. A Vmax do estroma do ovario
dominante tendeu a aumentar durante o dia, embora as diferencas entre 6:00 e

18:00 hs também nao foram significantes.

Merce et al, em 2001, avaliaram o fluxo sanguineo intraovariano arterial e venoso,
em estudo prospectivo, em 76 ciclos estimulados com FSH, de 39 pacientes
inférteis, incluidas num programa de coito programado ou de inseminacéo intra-

uterina. Medidas Dopplerfluxométricas pulsateis e coloridas, por via transvaginal,
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do indice de Resisténcia na fase folicular e na litea, indice de Pulsatilidade, pico
da velocidade sistélica e velocidade venosa maxima foram obtidos, assim como os
niveis de progesterona sérica durante o meio da fase ldtea. Parametros
velocimétricos foram estabelecidos e usados para classificar a fungcao ovariana,
como tendo um ciclo ovulatério normal, ou um ciclo onde houve insuficiéncia da
fase lutea, ou foliculo luteinizado nao roto. Em 52 ciclos ovulatérios normais, as
velocidades do pico sistélico da fase Iutea e da venosa maxima foram
significantemente maiores, e os indices de resisténcia e de pulsatilidade foram
significantemente mais baixos do que os encontrados na fase folicular. Em 15
mulheres com insuficéncia da fase lutea, ndo houve diferencas nos paréametros
velocimétricos arteriais, quando comparados com ciclos ovulatérios normais.
Entretanto, as velocidades venosas maximas da fase lutea foram mais baixas nos
ciclos de insuficiéncia lutea, e houve uma correlagdo significativa entre a
velocidade venosa méxima da fase Iutea e os niveis de progesterona sérica. Nove
ciclos de foliculo luteinizado ndo roto ndo mostraram mudancas significativas
durante o ciclo ovariano e nado se identificou “conversdo lutea” do sinal Doppler.
Os autores concluem que ciclos estimulados com FSH em pacientes inférteis
podem apresentar uma alta percentagem de respostas funcionais anormais, que
s6 podem ser diagnosticadas por via ultra-sonografica, Doppler e follow-up
hormonal adequado. O fluxo sanguineo intraovariano venoso e arterial permanece
inalterado em ciclos de foliculo luteinizado nao roto. Os niveis de progesterona
sérica se correlacionaram com a velocidade venosa maxima da fase lUtea, o que
torna o Doppler um teste nao invasivo potencialmente Util para acessar a ovulacao

e a fase l(tea.
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2-OBJETIVO

Avaliar a aplicacao do estudo Dopplerfluxométrico das artérias uterinas como um
método diagnostico do bloqueio da funcao hipofisaria, apés a administracao de

analogos do GnRH, em ciclos de reproducao assistida.
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3 - METODOLOGIA:

3.1 - Pacientes e métodos

Um total de 70 pacientes que estavam sendo submetidas a tratamento de
infertilidade conjugal por fator masculino grave, pela técnica de reproducao
assistida (Fertilizacao in vitro ou Injecéo Intracitoplasmatica de Espermatozoides)
foi incluido neste estudo prospectivo. Todas as pacientes foram submetidas a
ultra-sonografia endovaginal para avaliagdo da espessura endometrial e da
morfologia ovariana, assim como tiveram sua dosagem de estradiol sérico
realizada de forma rotineira, para confirmacao da supressao da funcao hipofisaria,
apdés a administracdo do analogo do GnRH. As analises dopplerfluxométricas
foram realizadas no mesmo momento da avaliacao ultra-sonografica pelo mesmo
examinador, ndo necessitando assim de uma visita extra ou causando um
desconforto a mais para cada paciente. Todas as pacientes incluidas neste estudo

concordaram com a realizacao da Dopplerfluxometria das artérias uterinas antes
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da avaliagdo endometrial, e que seus dados fossem utilizados para pesquisa,

tendo assinado termo de consentimento.

O estudo foi aprovado pelo Colegiado de Pés-Graduacdao em Ginecologia e
Obstetricia e pelo Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de

Medicina da UFMG.

Critérios de exclusao:

1- Pacientes que nao aceitaram participar do estudo e/ou que ndo assinaram o
Termo de Consentimento.

2- Pacientes com alteragcbes vasculares, hipertensdo arterial sistémica ou
diabetes mellitus.

3- Pacientes com diagnédstico de infertilidade sem causa aparente ou causa
hormonal ou ovariana, e na presenca de ciclos menstruais irregulares.

4- Pacientes com diagnéstico de endometriose grave, ou com malformagdes ou
anormalidades uterinas, congénitas ou adquiridas.

5- Pacientes com disturbios de coagulagdo sanguinea, em uso de
anticoagulantes ou heparina.

6- Pacientes em uso de imunossupressores.

7- Pacientes portadoras de cardiopatias, como: Sindrome de Eisenmenger,
Tetralogia de Fallot, coarctacdo de aorta, insuficiéncia mitral, estenose e
insuficiéncia da valvula aodrtica, comunicacao interventricular e comunicacao

interatrial.
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3.2 - Variaveis analisadas:

Foram analisadas as seguintes variaveis: Dopplerfluxometria das artérias uterinas
com medida do indice de pulsatilidade (IP), mensuracdo da espessura

endometrial, morfologia ovariana e niveis de estradiol sérico.

Todas as avaliagbes foram feitas pelo mesmo examinador, na mesma fase do
tratamento, isto €, dez dias apds a administracdo do analogo do GnRH, e na
mesma hora do dia (entre 9 e 11 horas da manha). Desta forma, foram evitadas as
variagbes intra-observador, variagées da fase do ciclo de tratamento e os efeitos
do ciclo circadiano, que pudessem interferir como viés no resultado do estudo
(Steer et al, 1995; Battaglia et al, 1994). Ainda para se evitar qualquer influéncia
sobre o examinador, a analise Dopplerfluxométrica foi realizada rotineiramente,
antes da avaliacdo ovariana e da medida da espessura endometrial. Todos os
exames foram também realizados no mesmo equipamento, utilizado tanto para a
dopplerfluxometria quanto para a avaliagao ultra-sonogréfica (Toshiba SSA-340A -
Japao), evitando-se também, qualquer possivel interferéncia do equipamento.

Com relagéo a dosagem dos niveis de estradiol, a fim de se evitar variacdes entre
os Kits e possivel viés ao estudo, todos os exames foram realizados pelo mesmo

laboratério e na mesma série.

Todas as pacientes foram submetidas a Fertilizacdo in vitro, seja pela técnica

classica ou pela injecao intracitoplasmatica de espermatozéides (ICSl), utilizando
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seus proprios oocitos. (Sampaio & Geber, 2001). Em todos os casos, as pacientes
iniciaram o tratamento com a dessensibilizagao hipofiséria, utilizando-se para isto,
a administracdo subcutanea de 3,6 mg de Acetato de Goserelina (Zoladex —

AstraZeneca - Brasil), no segundo dia do ciclo menstrual.

3.3 - Dosagem de Estradiol

Para a dosagem do estradiol sérico, foram colhidas amostras de sangue venoso
na manha do dia em que se realizou a avaliacdo Dopplerfluxométrica e ultra-
sonografica (10 dias apds a administracdo do GnRH-a). Todas as amostras foram
processadas pelo mesmo laborat6rio e na mesma série, utilizando-se a técnica de
Imunofluorimetria, com o aparelho “AUTODELFIA”, modelo 1297 — Finlandia. Esta
medida foi considerada como padrdo ouro, e o0 ponto de corte utilizado para
confirmagéo da dessensibilizagdo hipofisaria foi de 30 pg/ml ( Alvarez et al, 1997;
Balen et al, 2001), sendo que valores iguais ou abaixo deste eram considerados

como bloqueio hipofisario.
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3.4 - Estudo Dopplerfluxométrico

Todas as pacientes, no momento de se realizar o tracado Doppler, estavam em
repouso, em posicao ginecologica em semi fowler, e com a bexiga vazia, para se
evitar que alteracdes vagais e fendmenos compressivos pudessem modificar os
indices estudados (Battaglia et al, 1994). Os exames foram realizados utilizando-

se uma sonda vaginal de 6,5 MHz.

As artérias uterinas foram identificadas através de um corte transversal ao nivel do
orificio interno do colo. A este nivel, as artérias uterinas aparecem lateralmente na
parede uterina, onde se encontram numa posi¢do ligeiramente anterior em
comparagao a uma linha imaginaria que corta o utero em duas metades, anterior e
posterior. A adicdo do modo Doppler colorido a sonda vaginal permite obter uma
imagem do fluxo sanguineo colorido arbitrariamente em azul ou vermelho, em
funcdo da aproximagdo ou distanciamento deste fluxo em relacdo a sonda. O
Doppler colorido nos permite um posicionamento mais preciso e judicioso da
amostra sanguinea, onde foram realizadas as medidas do sinal Doppler. Este
posicionamento se obtém através da visibilizagdo de um ramo principal da artéria

uterina, para se fixar uma imagem de maior trajeto deste vaso.

Uma vez encontrado este ramo, proximo de sua reflexdo no colo uterino, foi
realizada sua insonagdo, com a obtencao de um tragcado Doppler adequado,

avaliado pela andlise grafica com um perfil de onda bem definido em todos os
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seus pontos, que permitisse um bom estudo do seu padrao velocimétrico (Fig 2).
Para cada exame, foram realizadas trés medidas e entao, calculada uma média
(Battaglia et al, 1994). A documentacdo fotografica dos tracados obtidos foi

realizada pela impressora de video Toshiba TP-8700 - Japao.

Utilizamos o Indice de Pulsatilidade (IP) como indice dopplerfluxométrico, uma vez
que este se presta bem a avaliacdo da impedancia vascular em vasos de alta
resisténcia, como é o caso das artérias uterinas, além de poder ser usado quando
o final da diastole & ausente ou reverso. Foram avaliadas as artérias uterinas
direita e esquerda, com determinacdo do IP, calculado eletronicamente pela

maquina, definido pela férmula:

IP = pico sistélico (S) — pico diastdlico (D)
média

Nao houve diferenca estatistica entre a avaliacao Dopplerfluxométrica das artérias
direita e esquerda, mas, mesmo assim, a interpretacdo de cada artéria foi

realizada separadamente (Fig. 3, Fig. 4)
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Figura 2- Foto de dopllerfluxometria de artéria uterina e endométrio
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Figura 3 - Intervalos de confian¢ca 90% para a média do IP da Artéria uterina

direita, segundo E2.
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3.5 - Avaliacao ultra-sonografica

A avaliacdo da cavidade endometrial e da morfologia ovariana foi realizada
imediatamente ap6s a realizacdo do estudo dopplerfluxométrico das artérias
uterinas, através da ultra-sonografia endovaginal, utilizando-se 0 mesmo

equipamento, e sem que a paciente mudasse de posicao.

A medida da espessura endometrial foi obtida através da mensuracao da distancia
entre a lamina endometrial anterior e a posterior, realizada num corte longitudinal
perpendicular a linha endometrial no fundo uterino (Fig.5 e Fig.6 e Fig.7). Valores
inferiores ou iguais a 5 mm foram considerados como indicativos de supressao

estrogénica, secundaria a hipofisectomia clinica causada pelo GnRH-a.

Os ovérios foram avaliados, com o objetivo de afastar a presenca de cistos

funcionais, que pudessem ser produtores de estrogénio, e assim, mascarar a

funcéo dos analogos do GnRH.
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Aqui entra a figura 7

Figura 7 — foto do endométrio fino
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3.6 - Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando-se o teste t de Student ndo emparelhado.
Para o calculo utilizando as medianas, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Wald-Wolfowitz (Run test). Para o célculo da Sensibilidade (S), Especificidade (E),
Valor Preditivo Positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo (VPN) destes diversos
métodos, utilizou-se tabelas 2x2. A diferenca foi considerada significativa quando

p < 0,05.

3.7 — Método Bibliografico

Para a redacdo desta dissertacdo e da bibliografia descrita, foram seguidas as
orientacbes presentes no “Manual para Elaboracdo e Apresentagdo de
Dissertagdes e Teses no Curso de P6s-Graduacao em Ginecologia e Obstetricia”,
da Escola de Medicina da UFMG. Os estudos e autores citados foram obtidos
através de pesquisa de artigos médicos e cientificos na MEDLINE, e de livros

texto citados na bibliografia.
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4 - RESULTADOS

As 70 pacientes analisadas no estudo foram comparadas com relagao aos niveis
séricos de E» e a espessura endometrial. Para o estudo Dopplerfluxométrico, trés
pacientes que apresentaram IP > 4,50 ndo foram consideradas, porque, apesar de
terem ocorrido em pequena proporgdo, mostraram indices muito distantes da
média geral, que poderia prejudicar a confiabilidade da analise (“outliers”). A
tabela 1 apresenta as pacientes agrupadas de acordo com os niveis de E; e

espessura endometrial.

Das 36 pacientes com niveis de E, < 30 pg/ml, 28 apresentaram espessura
endometrial <5 mm. Entre as 34 pacientes com E, > 30 pg/ml, 21 apresentaram
uma espessura endometrial > 5 mm. Essa correlacdo demonstra uma
sensibilidade de 77,8 % e uma especificidade de 61,7%, com valor preditivo
positivo de 68,2% e valor preditivo negativo de 72,5 % para a medida da

espessura de endométrio (TABELA 2).
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A tabela 3 mostra os valores médios, minimos e maximos, mediana e meédia
aparada do IP das artérias uterinas, classificados de acordo com os niveis de
estradiol. Utilizando niveis de estradiol como padrao ouro e valores de 30 pg/ml
como ponto de corte, podemos observar um aumento dos indices de pulsatilidade

associados com a queda do E.

A Tabela 4 mostra os valores médios, minimos € maximos, mediana € média
aparada do IP das artérias uterinas, classificados de acordo com a medida da
espessura endometrial. Observamos, também, haver uma relagao indireta entre o
IP e a espessura endometrial: quanto maior o aumento no IP, menor a espessura

endometrial.
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Tabela 2. Distribuicao das pacientes de acordo com os niveis séricos de estradiol

e espessura endometrial.

Estradiol Endométrio Total
<5mm >5mm

< 30 pg/ml 28 8 36

> 30 pg/ml 13 21 34

Total 41 29 70

Sensibilidade: 77,8%
Especificidade: 61,7%
VPP: 68,2%

VPN: 72,5%
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Tabela 3. Correlacao entre o indice de pulsatilidade das artérias uterinas e os

niveis de Estradiol sérico.

IP E> < 30 pg/ml E> > 30 pg/ml P
Média+DP 2,8140,87 2,22+0,80 0,005 §
Mediana 3,10 2,10 0,014~
Minimo 1,00 1,31
Maximo 3,14 4,05
Media aparada 2,84 2,16

§ teste t de student

* teste Wald-Wolfowitz

Tabela 4. Correlacao entre o indice de pulsatilidade das artérias uterinas e a

espessura endometrial.

IP Endo <5 mm Endo > 5 mm P
MédiatDP 2,79+0,86 2,17+0,79 0,004 §
Mediana 3,08 2,10 0,003 *
Minimo 1,30 1,00

Maximo 4,14 3,59

Media aparada 2,79 2,15

§ teste t de student

* teste Wald-Wolfowitz

58



Quando comparamos as médias do IP entre as pacientes com E» < 30 pg/ml e as
pacientes com E, > 30 pg/ml encontramos uma diferenca estatisticamente
significante (p=0,005). O mesmo ocorreu quando comparamos as medianas dos

IP entre estes dois grupos de pacientes (p=0,014).

Com relacdo a espessura endometrial, quando comparamos as médias do IP
entre as pacientes com espessura endometrial < 5 mm e as pacientes com
espessura endometrial > 5 mm, encontramos uma diferenca estatisticamente
significante (p = 0,004). O mesmo ocorreu quando comparamos as medianas dos

IP entre estes dois grupos de pacientes (p=0,003).

Definindo um ponto de corte da medida do IP em 2,51, isto é, valores de IP > 2,51
como positivo e valores de IP < 2,51 como negativo, encontramos uma
sensibilidade de 72,2% e uma especificidade de 71,0% para este método,

utilizando-se como padrao os niveis séricos de E..

Ao combinarmos os dois métodos, Dopplerfluxometria das artérias uterinas e
espessura endometrial, em série, encontramos uma sensibilidade de 58,8% e uma
especificidade de 83,15%. Quando realizamos os mesmos calculos, contudo,
combinando estes dois testes em paralelo, a sensibilidade encontrada é de 94,1%

e a especificidade de 41,9 %.

59



5 - DISCUSSAO

O presente estudo apresenta uma nova proposta para avaliacdo do estado
estrogénico em ciclos de reproducao assistida com uso de GnRH-a para blogueio
da fungdo hipofisaria, que seria evidenciado pelo aumento da resisténcia ao fluxo
sanguineo, avaliado pela Dopplerfluxometria das artérias uterinas, utilizando-se o

indice de pulsatilidade.

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar este aumento da resisténcia
vascular arterial em estados hipoestrogénicos. O primeiro vem do achado de
receptores para estrogénio nos vasos arteriais, sugerindo uma agao direta deste
hormdnio sobre o ténus vascular (de Ziegler et al, 1991; Battaglia et al, 1995;
Bourne et al, 1990; Gangar et al, 1991). Além disso, o0 estradiol teria uma acao
moduladora sobre a producao de substancias vasoativas, como prostaglandinas e
fatores endoteliais, e atuaria em receptores muscarinicos e adrenérgicos (Levin et

al, 1995; Stjernquist et al, 1995).
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Alguns estudos sugerem que o tromboxano pode estar envolvido na variagdo do
tonus arterial, e que o GnRH-a induziria a uma modificacdo no balango entre
prostaciclina/tromboxano, semelhante ao encontrado em estados pos-

menopausicos (Stjernquist et al, 1995; Harper et al, 1989).

Nossos resultados sugerem que um aumento dos valores do IP das artérias
uterinas acompanha a diminuicdo dos niveis de estradiol e da espessura
endometrial apés o uso de GnRH-a. Este método talvez possa também ser
utilizado para avaliar pacientes amenorréicas ou na pdés-menopausa, a fim de se
avaliar niveis de estrogénio ou resposta ao teste de progesterona (Nakamura et al,

1996).

No presente estudo, a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN da medida da
espessura endometrial como preditor do estado estrogénico se mostraram abaixo
do relatado em publicagbes anteriores, talvez devido ao pequeno tamanho desta

amostra.

De fato, um estudo realizado por Sabino et al (1999), em que foram avaliadas
retrospectivamente 268 ciclos de FIV que fizeram uso de GnRH-a, a sensibilidade
da medida da espessura endometrial em relacao aos niveis de estradiol foi de

93%.

Este estudo demonstra, pela primeira vez, que a associacdo entre os dois

métodos, medida da espessura endometrial € Dopplerfluxometria das artérias
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uterinas, pode ser utilizada com vantagens no diagndstico do bloqueio hipofisario
apdés o uso do GnRH-a em ciclos de reproducao assistida. A utilizagdo de um
método de elevada sensibilidade, como é a ultra-sonografia para medida da
espessura endometrial (93%), seguido do estudo Dopplerfluxométrico das artérias
uterinas, demonstrou uma elevacdo significativa na especificidade (61,7% e
83,15%, respectivamente). Mais ainda, por ser um exame que pode ser realizado
no mesmo tempo da ultra-sonografia, e sem carater invasivo, facilitando ainda
mais a monitorizacao da supressao da fungao hipofisaria, poderia assim substituir

a dosagem rotineira do estradiol sérico.

Um ponto importante a ser considerado, seria o fato de se fazer necessario existir
na unidade de reproducgao assistida, tanto um equipamento ultrassonografico com
recursos para avaliacdo Dopplerfluxométrica, quanto um profissional devidamente
habilitado e capacitado para a realizacéo e interpretagdo do exame. O custo deste
equipamento pode ser um fator limitante para o uso constante e rotineiro desta
metodologia para diagnéstico do bloqueio hipofisario ap6s aplicagdo de GnRH-a.
A disponibilidade deste profissional também pode ser outro fator limitante, uma
Vez que sua presencga no servigo seria essencial e constante, para a realizagdo do
exame ultrassonografico e da Dopplerfluxometria. Ou seja, este tipo de
procedimento para determinacdo do bloqueio hipofisario pode ser mais caro do
que a dosagem do estradiol sérico. Porém, uma vez disponivel, pode significar um
recurso a mais para este fim, ou mesmo um recurso substitutivo da dosagem de

estradiol.
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Outro ponto se baseia na facilidade em obtengao imediata do resultado, logo apos
a realizagdo do exame ultra-sonogréfico, evitando-se a necessidade de puncgdes
venosas para coleta de amostras de sangue das pacientes para realizagdo das
dosagens hormonais, assim como da espera de varias horas até a obtencao do

resultado laboratorial.

Também devemos considerar as dificuldades técnicas na determinagao dos niveis
de 17-B estradiol sérico. A dosagem ¢é feita através de técnica de
imunofluorimetria, com necessidade de equipamentos caros, modernos e,
principalmente, bem calibrados diariamente, com possibilidade de realizagdo de
curvas de diluicao, por técnicos capacitados e envolvidos com o procedimento. De
outra forma, os valores obtidos podem nao corresponder com a realidade, ja que
estamos lidando com niveis muito baixos deste horménio. Niveis acima de 30
pg/ml nos fardo acreditar que o bloqueio ainda ndo foi completo, ou que esta
insuficiente, fazendo com que o inicio da administracdo de gonadotrofinas seja
adiado por mais alguns dias, até que se realize nova dosagem. Este procedimento
é fator gerador de ansiedade, tanto para o casal, como para a equipe médica,
devido ao questionamento inicial sobre a qualidade e a eficacia do andlogo de
GnRH utilizado para o bloqueio hipofisario. Outro problema se refere ao adiamento
de datas anteriormente planejadas de forma aproximada, sobre o dia da aspiracao
folicular e coleta do sémen, com conseqglente adiamento do dia da transferéncia
embrionaria. Muitas vezes sao casais provenientes de outras cidades, ou

profissionais que necessitam se ausentar constantemente da cidade, ou mesmo,

profissionais que tem compromissos ja assumidos com o trabalho, surgindo
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dificuldades em reescalonarem suas agendas e compromissos. A dosagem
hormonal, por si s6, é um procedimento normalmente realizado por laboratério de
andlises clinicas, geralmente com servicos terceirizados para o servico de
reprodugao assistida. Devido a necessidade de resultados no mesmo dia da coleta

e ao custo dos Kits, nem sempre é possivel se ter um controle adequado da

qualidade deste servigo.
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5-CONCLUSAO

Podemos concluir que o estudo Dopplerfluxométrico das artérias uterinas pode ser
um instrumento importante no diagndstico do estado hipoestrogénico em ciclos de

reproducéo assistida apés o uso de GnRH-a.
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