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Capitulo 1




Agonistas do GnRH, Antagonistas do GnRH e a Reproducéo assitida

Heloisa Lopes Lavorato*

'Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Faculdade de Medicina de Botucatu UNESP -

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Botucatu, Brasil



Resumo

Os agonistas do hormonio liberador de gonadotrofina (Gonadotropin-releasing hormone
/ GnRH) foram introduzidos na estimulacdo ovariana para fertilizagdo in-vitro (FIV) com o
objetivo de evitar o pico prematuro do hormdnio luteinizante (LH). Embora sejam
acompanhados de algumas desvantagens, os agonistas do GnRH tornaram-se bem aceitos na
pratica clinica com sua utilizacdo sendo associada a aumento das taxas de gravidez. O
desenvolvimento dos antagonistas do GnRH, capazes de blogueio imediato da hipofise
ofereceu uma nova opcao terapéutica. Estudos comparativos entre os dois analogos tém
sugerido que o uso de antagonistas estd associado a uma menor duracdo do estimulo
ovulatoério e uma diminuicdo da incidéncia de sindrome de hiperestimulacdo ovariana,
enquanto as taxas de gravidez e de nascidos vivos ndo parecem sofrer influéncias
significativas do tipo de anadlogo do GnRH utilizado. Por outro lado, os agonistas do GnRH

apresentam outras aplicacGes em ciclos de reproducdo assistida além do bloqueio hipofisario.



Introducgéo

A compreensdo atual da agdo do gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) comegou no
inicio do século 20 com a observacdo de que lesbes da hipofise anterior ocasionavam a atrofia
genital, fazendo parte dos primoérdios da identificacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal
[1]. O GnRH, que foi isolado e teve sua estrutura elucidada em 1971, consiste em um
decapeptideo com formula Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 secretado pelos
neurdnios localizados no nucleo arqueado no hipotdlamo mediobasal [2, 3]. Os vasos
sanguineos do sistema porta hipofisario levam a molécula de GnRH para o lobo anterior da
hipdfise, onde se liga a receptores especificos localizados na membrana celular. A ligacéo do
GnRH a seus receptores (GnRHR) ocasiona a ativacdo da enzima fosfolipase C, aumentando
a producdo de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3; mobiliza o célcio
presente nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico, elevando a concentracéo
citoplasmatica de Ca2+. O DAG atua juntamente com o calcio e ativa a proteina quinase C
(PKC). A acdo desses segundos mensageiros desencadeia a cascata de fosforilagdo que
envolve a producdo de AMP ciclico e ativacdo de proteinas quinases associadas a mitdgeno
(MAPKS), culminando na liberacdo do horménio foliculo estimulante (FSH) e do horménio
luteinizante (LH) [4].

Para que o controle simultaneo da secrecdo de dois hormdnios atraves do GnRH seja
efetivo, a liberacdo deste hormdnio acontece de forma intermitente (a cada 70-90 minutos
[5]). A secrecdo pulsatil se faz necessaria devido a meia-vida muito curta do GnRH e a
pulsatilidade varia de frequéncia e amplitude durante todo o ciclo menstrual. O aumento e a
diminuicdo no ritmo da liberacdo do GnRH levam a comprometimento do sistema reprodutor,
provando que a periodicidade e a amplitude do ritmo da liberacdo deste hormonio séo
essenciais para que a producdo de gonadotrofinas pela hipdfise seja apropriada [6].

Estimulacdo pulsatil dos GnRHR induzem a sintese e liberacdo pulsatil das gonadotrofinas



(FSH e LH) [7]. FSH e LH induzem por sua vez a maturacdo folicular e controle da
esteroidogénese ovariana. Nas mulheres, a secrecdo de gonadotrofina é modulada - entre
outros fatores - pelo estrogénio e progesterona. Altos niveis de estrégeno por meio do ciclo de
feedback positivo com a glandula pituitaria levam liberacdo de niveis elevados de LH (pico de
LH). Este pico de LH induz a ovulacdo no foliculo dominante, a retomada da meiose e,
posteriormente, luteinizacdo como indicado pelo aumento dos niveis de progesterona.

As primeiras terapias com fertilizacdo in vitro (FIV) foram realizadas em ciclos
naturais, porém a taxa de sucesso destes ciclos é pequena e, entre 0s motivos, esta a baixa taxa
de sucesso na coleta de odcitos para os procedimentos laboratoriais [8]. Para melhorar os
resultados dos ciclos de FIV, sdo utilizados atualmente varios esquemas de estimulacdo da
ovulacdo, baseados principalmente no uso de gonadotrofinas para induzir o crescimento
coordenado de multiplos foliculos e com isso fornecendo maior nimeros de o0citos para 0s
procedimentos [9]. Contudo, a estimulacdo pode desencadear um pico prematuro espontaneo
de LH que perturba a maturacdo do odcito e tém um efeito negativo sobre a qualidade do
gameta, fertilizacdo, receptividade endometrial, e em Ultima andlise, as taxas de gravidez [10].
Estima-se que o pico prematuro de LH ocorre em aproximadamente 20% de todos os ciclos de
FIV / intracytoplasmic sperm injections (ICSI). Para prevenir esta resposta desencadeada pela
hipéfise, analogos do GnRH tanto agonistas quanto antagonistas, vem sendo empregados para
causar dessensibilizacdo (blogueio) dos gonadotrofos (células produtoras de gonadotrofinas)
hipofisarios ao GnRH, aumentando o aproveitamento de cada ciclo de FIV [11]. De fato, hoje
os analogos do GnRH tém grande e intensa aplicacdo em reproducdo assistida.

Considerando o extenso das medicacGes, 0 objetivo dessa revisdo € avaliar os dados
disponiveis na literatura a respeito das aplicacdes dos anadlogos de GnRH, tanto agonista

quanto antagonista, nos ciclos de FIV.



Anélogos agonistas do GnRH

A meia-vida plasméatica do GnRH circulante € extremamente curta, 2-5 minutos apos
sua liberacdo, sendo a molécula rapidamente degradada por endopeptidases da glandula
pituitaria, que preferencialmente interagem com as ligacdes peptidicas na posicdo 6 da
molécula [5]. Esta deterioracdo rapida de GnRH garante que os pulsos hipotalamicos de
GnRH sejam reconhecidos como eventos tnicos pelo receptor hipofiséario. E a administracio
continua de GnRH leva a supressdo da liberacdo de gonadotrofinas hipofisarias pela inibicéo
(downregulation) dos GnRHR das células gonadotroficas.

A elucidacédo da sequéncia de aminoacidos de GnRH [2, 3, 12] foi rapidamente seguida
por tentativas de sintetizar andlogos de GnRH, seja com a¢do agonistica ou antagbnica.
Substituicbes de aminoacidos na cadeia protéica do GnRH revelaram a especificidade das
regides para estabilidade, ligacdo aos receptores e ativacdo do gonadotrofos pituitarios [13].
Modificacdes, principalmente nas posices 6 e 10 deram origem a analogos do GnRH
(GnRH-a) com poténcia maior do que o hormonio original, elevando a capacidade de ligacéo
com os receptores especificos em mais de 100 vezes e estendendo a meia-vida de minutos
para horas [1]. A poténcia foi aumentada basicamente pela substituicdo de Glicina na posi¢éo
6 por D-aminoacidos [14, 15]. O fendmeno de uma liberacdo inicial das gonadotrofinas
(denominado efeito “flare”) em resposta ao agonista de GnRH, seguido de supressédo dos
GnRHR hipofisarios por mecanismos de clustering (agrupamento) e internalizacdo foi
esclarecido em 1978 [16]. Até o final da década 80, o chamado protocolo longo com GnRH-a,
baseado no fenbmeno da downregulation hipofisaria, foi estabelecido na FIV, reduzindo
significativamente a taxa de cancelamento de ciclo, melhorando os resultados e permitindo
alguma flexibilidade na programacdo da coleta dos odcitos [17]. Seguiu-se uma vasta
expansdo FIV prética clinica. De fato, o advento dos agonistas GnRH marcou o inicio da

gestdo moderna na estimulacdo ovariana para reproducéo assistida [5].



H& sete GnRH-a aprovados para uso clinico: leuprorrelina, buserelina, goserelina,
histrelina, deslorelina, nafarelina e triptorrelina. Estes agonistas podem ser administrados por
via nasal, subcutdnea ou por liberacdo controlada com a utilizagdo (intramuscular ou
subcutdnea) de preparado de depoésito ou implantes [18]. “Sprays” nasais requerem 2-4
administracbes por dia para manter uma concentragdo eficaz de farmaco. Injeces
subcutaneas podem ser dadas uma vez por dia. Na via nasal, a taxa de absorcdo do agonista é
imprevisivel. Perdas consideraveis do peptideo podem ocorrer por protedlise e degluticéo,
proporcionando um nivel de dessensibilizacao flutuante, mas na maioria dos casos € suficiente
para evitar picos prematuros de LH [19, 20]. Injecdes subcutaneas diarias tém efeito mais
estavel. Apds a injecdo subcutdnea, o agonista € rapidamente absorvido e concentracGes
sanguineas permanecem elevadas por muitas horas. Quatro agonistas (buserelina,
leuprorrelina, nafarelina, e triptorrelina) sdo rotineiramente utilizados em reproducdo. Por
causa de sua longa duracdo de acdo, preparacOes de deposito (como goserelina) ndo sao

utilizadas como primeira escolha em ciclos de FIV/ICSI [18].

Analogos antagonistas do GhRH

Em paralelo com o desenvolvimento dos GnRH-a, outros analogos estruturais do GnRH
foram sintetizados e, apesar de também se ligarem ao GnRHR da hipofise, ndo sdo funcionais
na inducdo das reacdes necessarias para liberacdo de gonadotrofina [21, 22]. Assim ao
contrario dos agonistas, os denominados antagonistas do GnRH (GnRH-ant) agem ocupando
diretamente os receptores do GnRH, bloqueando-os de forma competitiva [23], causando uma
supressdo imediata e reversivel na liberacdo das gonadotrofinas [11, 23-26]. O mecanismo de

acao dos GnRH-ant € dependente do equilibrio entre 0 GnRH endbgeno e o antagonista



aplicado. A modificacdo da dose do GnRH-ant administrada ao paciente altera esse equilibrio
mostrando que o efeito antagénico destes compostos € dose-dependente [27-29].

Levou um consideravel periodo de tempo apos a elucidagdo da estrutura e da funcdo do
GnRH para que fossem obtidos antagonistas clinicamente Uteis com efeitos coleterais
reduzidos. Os antagonistas de primeira geracdo, contendo substituicdes dos aminoacidos
Histidina e Triptorelina nas posicbes 2 e 3, respectivamente, tiveram baixas atividades
supressiva. A poténcia na segunda geracdo foi incrementada apés a incorporacao de um &cido
D-amino na posicdo 6, mas resultou em aumentou nas reacdes anafilaticas por inducdo da
liberacdo de histamina em grandes quantidades. Estes problemas foram resolvidos na terceira
geracdo através da substituicdo de D-Arginina na posicdo 6 por aminoacidos D-ureidoalkil
[13, 18]. Exemplos de GnRH-ant de terceira geracdo sdo cetrorelix, iturelix, azaline B,
ganirelix, abarelix e antarelix. A administracdo resulta na reducdo dos niveis séricos de do LH
(cerca de 70%) e FSH (cerca de 30%) apo0s cerca de seis horas [18, 30-32]. Dois antagonistas
do GnRH, cetrorelix e ganirelix, estdo licenciados e disponiveis comercialmente, ambos para
uso injetavel.

Os GnRH-ant vém sendo utilizados no arsenal terapéutico na area da reproducéo desde
o final da década de 90 [11, 23-26, 33] e possuem a vantagem da flexibilidade na medida em
que pode ser administrado em qualquer momento durante a fase folicular do ciclo de
tratamento. A supressdo mais rapida da liberacdo de gonadotrofina permite regimes de
tratamento mais curtos para a estimulacdo ovariana. Assim, as desvantagens associadas a
administracdo de GnRH-a podem ser evitadas, incluindo a formacdo de cisto ovariano e

sintomas de privacao estrogénica [5, 18].



Protocolos de estimulagdo ovariana

Poucos ensaios clinicos randomizados comparando as diferentes apresentagcdes dos
GnRH-a disponiveis (mensal de depdsito, dose diérias injetaveis, administracdo nasal diarias)
foram publicados. Em 2005, metaanélise da Cochrane Collaboration ndo relatou diferengas
significativas nos resultados na comparagdo entre as formas de deposito e de administracdo
diaria dos GnRH-a [34]. Por outro lado, os protocolos de administracdo tém recebido mais
atencéo.

No denominado protocolo longo, GnRH-a é iniciado na fase média latea do ciclo
anterior e mantido até a administracdo da gonadotrofina coridénica humana (hCG) para
inducdo da maturidade dos odcitos. A variacdo deste protocolo consiste na alteracdo do
inicio do GnRH-a para o primeiro dia do ciclo menstrual. O mecanismo agonista implica
na liberacdo inicial de gonadotrofina antes que o0s receptores sejam efetivamente
bloqueados. Dessa forma, a estimulacdo ovariana normalmente comeca cerca de 2 semanas
depois do inicio das aplicacbes do GnRH-a, apés a instalagdo do bloqueio pituitério e a
ocorréncia da menstruacdo. Ha flexibilidade na programacéo nesta fase, j& que alguns dias
a mais de blogueio hipofisario ndo afetam de forma significativa a estimulacéo
subsequente ou os resultado do ciclo [35]. Algumas mulheres experimentam efeitos
colaterais hipoestrogénicos de gravidade variavel durante este tempo. N&o é evidente se a
resposta do ovario as gonadotrofinas exdgenas é afetada pelo GnRH-a, embora em casos
de pacientes com reserva ovariana baixa esse efeito hipoestrogénico seja mais considerado.
O inicio do GnRH-a na fase litea média (+21° dia) do ciclo anterior € mais bem sucedida
do que o inicio na fase folicular (quando cistos foliculares persistentes tendem a se formar)
ou do que qualquer outro momento do ciclo [36, 37]. Uma questdo € a possibilidade de
ocorréncia gravidez prévia ao bloqueio, mas aparentemente este ndo leva a efeitos

prejudiciais para os conceptos [38].



O denominado protocolo curto emprega a liberacdo de FSH enddgeno induzida pelo
GnRH-a para estimular o ovario associado a administracdo das gonadotrofinas exdgenas.
Mais comumente, 0 GnRH-a é iniciado no dia 1 ou 2 do ciclo e as gonadotrofinas no dia 3.
Crescimento folicular leva +10-12 dias, que é adequada para o estabelecimento do
bloqueio pituitario e assim evitar um pico prematuro de LH [39]. Ha pouca flexibilidade

com esse protocolo ja que o inicio da estimulacdo é dependente do inicio da menstruacéo.

Variacdo do protocolo curto € o denominado protocolo ultracurto, onde o periodo de
administracdo de GnRH-a limita-se a 3 ou 7 dias. Este protocolo é baseado na suposi¢éo de
que a supressdo do aumento de LH enddgeno pode ser obtido através de periodo muito

curto de uso do GnRH-a, mantendo um desejado efeito flare-up inicial [18].

Metaandalise comparando os protocolos longo e curto mostrou que com o uso do
protocolo longo had obtencdo de taxas de gravidez maiores, embora mais unidades de
gonadotrofinas sdo necessarias [40]. Em meta analise recente [41] analisando Vvarios
protocolos de estimulagdo ovariana com GnRH-a, foi encontrado taxa de gravidez maior
quando era empregado protocolo longo em comparagédo aos protocolos curto ou ultracurto.

Além disso, ndo houve diferenca nos resultados entre as variagdes do protocolo longo.

Com relacdo aos GnRH-ant, véarios estudos tentaram determinar a dose minima
eficaz para alcancar a supressdo da hipdfise e duas estratégias surgiram. Uma delas é a
administracdo de dose Unica de deposito em dia pré-estabelecido (8° - 9°) do ciclo de
estimulacdo ou quando o foliculo lider atinge o diametro 14mm. A acdo de +4 dias é
suficiente para impedir que o pico de LH em 80% das mulheres [42]. As pacientes podem
receber injecGes adicionais de GnRH-ant apds 4 dias, caso os critérios para a administracao
de hCG ndo tenham sido atingidos.A outra estratégia € a administracdo de mdaltiplas doses
diarias de GnRH-ant, que podem ser usados iniciando de forma fixa no 6° dia do ciclo, ou

de forma flexivel, quando o maior foliculo atingir 14 mm de didmetro. As dose diarias sao
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mantidas até a administracdo do hCG [43, 44]. Esse protocolo com mdaltiplas doses é

atualmente o mais utilizado.

Inicialmente grandes estudos prospectivos comparando o protocolo padréo longo do
GnRH-a e protocolo multidoses do GnRH-ant revelou que com o Ultimo se obtinha um
numero ligeiramente menor de foliculos e o6citos e também havia uma reducdo na taxa de
gravidez de 5% (odds ratio (OR): 0,75, 95% intervalo de confian¢a (IC): 0,62-0,97) [45]. A
melhor taxa de gravidez em ciclos com GnRH-a foi atribuida ao maior nimero de odcitos e
embrides, o que possibilitaria maior oportunidade de selecdo para transferéncia. Foi
ponderado que para algumas pacientes o inicio do GnRH-ant, principalmente nos
esquemas fixos ao 6 dia do ciclo, estaria sendo muito precoce, levando a alteracdes na
resposta ovulatoria e consequentemente nos resultados do tratamento. Se o inicio do
antagonista € atrasado, a teoria é que a janela de resposta ao FSH enddgeno € estendida,

maximizando o potencial de recrutamento de oocitos [1].

Alguns pontos a favor do uso dos GnRH-ant tem sido postulados: duragéo do ciclo de
tratamento é mais compacta e fisiologica (essencialmente limitada a um Gnico més), reducéo
na dose total de gonadotrofinas, livres dos efeitos hipoestrogénicos e reducdo na ocorréncia de
sindrome de hiperestimulacdo ovariano [1, 5, 46]. Nos estudos iniciais sobre a dose foi
observada uma relagéo inversa entre a dose antagonista e taxas de implantacgao, sugerindo um
potencial efeito embriotdxico [47]. Estas preocupacdes ndo foram confirmadas em ciclos de
descongelamento com embriBes resultantes dos ciclos com GnRH-ant [48], e ndo foram
constatadas também diferencas nas taxas de gravidez em comparacdo com transferéncia de
embrides descongelados provenientes de ciclos em que GnRH-a foi utilizado [49]. Estudos
asseguram que a utilizacdo dos GnRH-ant nos ciclos de FIV ndo é prejudicial para os
conceptos [50] e a ocorréncia de méa formacdes é equiparada com a ocorréncia observada nos

resultados dos ciclos utilizando agonistas do GnRH [51].
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No estudo de Murber et al. [52], os agonistas do GnRH apresentaram um ndmero
maior de odcitos coletados, menor taxa de anormalidades citoplasmaticas nos od6citos
maduros, maior taxa de fertilizacdo normal e maior nimero de zigotos com morfologia
pronuclear normal, ja& os antagonistas apresentaram maior nimero de blastdmero nos
embrides no segundo dia. Como neste estudo também ndo houve diferenca nas taxas de
gestacdo, os autores concluem que as vantagens e desvantagens dos efeitos dos analogos

do GnRH nos o6citos e embrides se compensam [52].

Em uma metaanalise um total de 22 ensaios clinicos randomizados envolvendo 3176
individuos, utilizando ambos GnRH-a e GnRH-ant em varios protocolos foram
examinados para determinar se a taxa de nascido vivo é dependente do tipo de analogo
utilizado e / ou o tipo de protocolo [53]. Nenhuma diferenca significativa foi observada na
probabilidade de nascido vivo entre os dois analogos do GnRH (OR: 0,86, 95% IC: 0,72-
1,02). Este resultado se manteve estavel em analise de subgrupo que estratificou os estudos
por tipo de populacdo estudada, tipo gonadotrofina usada na estimulacdo da ovulacdo,
protocolo com agonista utilizado, tipo de agonista utilizado, protocolo com antagonista

utilizado e tipo de antagonista utilizado.

Para averiguar a eficacia e a seguranca dos protocolos de blogqueio hipofisario,
metaandlise [26, 54] foi realizada reunindo 45 estudos randomizados e somando 7511
mulheres. Nesta metaanalise, os indices de gravidez (OR = 0.88, IC 95% = 0.77-1.00) e
nascidos vivos (OR: 0,86, 95% IC: 0,69-1,08) ndo apresentaram diferencas significativas,
comprovando que a eficacia de ambos os protocolos sdo semelhantes. No entanto, as
incidéncias de sindrome de hipererstimulacdo ovariana diferiram entre os tratamentos, sendo
gue os antagonistas apresentaram uma reducéo significativa desta intercorréncia [26, 54] (29

OR: 0,43, 95% IC: 0,33-0,57).
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Pobre resposta ovariana

A pobre resposta ovariana é definida como uma produgdo reduzida de foliculos e
odcitos apds a hiperestimulacdo ovariana controlada. A resposta diminuida ao tratamento
resulta de uma baixa reserva ovariana que pode ser resultado de diversos fatores como idade
avangada, cirurgias ovarianas prévias ou endometriose severa. Porém ndo hd uma causa
identificavel em grande parte dos casos. As pacientes com pobre resposta ovariana
apresentam diminuicdo nas taxas de fertilizacdo e baixa qualidade embrionaria quando
comparadas com as pacientes com resposta normal ao tratamento, caracterizando um
problema para a reproducdo humana assistida [55].

A utilizacdo GnRH-a em seu protocolo longo usual nestas pacientes, acarreta em uma
supressdo exacerbada na producao endogena de gonadotrofinas sem trazer real vantagem nos
resultados da FIV [56]. Para alterar isso, diversas estratégias foram sugeridas, como a
diminuicdo na dose dos agonistas e na duracdo do tratamento ou o uso de protocolos onde o
efeito do flare-up pudesse ser utilizado (associacdo de estimula¢do folicular enddgena e
exogena) [56]. Com a introducdo dos GnRH-ant nos ciclos de FIV, novas estratégias para o
tratamento das pobres respondedoras surgiram [57]. O GnRH-ant possui diversas vantagens
tedricas sobre o agonista do GnRH, pois permite um controle no grau de supresséo hipofisaria
em decorréncia de sua atuagdo dose-dependente e ndo causa a diminuicdo da secrecdo de
gonadotrofinas durante a fase de recrutamento folicular [57].

Diversos estudos comparando a eficiéncia dos analogos do GnRH nos ciclos de FIV de
pacientes com pobre resposta ovariana foram realizados e reunidos em uma metaanalise [58].
Quando comparado o protocolo longo do agonista do GnRH com os protocolos de antagonista
do GnRH, a metaanalise mostrou um aumento no nimero de odcitos recuperados com a
utilizacdo do antagonista, porém nao encontrou diferenca na taxa de cancelamento do ciclo,

numero de odcitos maduros e taxas de gravidez clinica [58]. Porém, quando comparado o
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antagonista do GnRH com o agonista do GnRH no protocolo flare-up, um nimero maior de
oocitos foi recuperado utilizando o agonista do GnRH, mas nenhuma diferenca nos outros
pardmetros analisados foi encontrada [58].

A maior dificuldade encontrada nas metaanélises sobre o assunto é falta de
padronizacdo na definicdo da paciente a ser considerada pobre respondedora, pois, apenas
com uma definicéo rigorosa destas pacientes, estudos comparativos significativos poderdo ser
realizados [59]. Visando o fim deste impasse, foi publicado um consenso realizado pela
ESHRE onde foi definido que para a paciente ser considerada pobre respondedora, dois dos
seguintes critérios devem estar presentes: 1. Idade avangada ou outro fator de risco para pobre
resposta ovariana; 2. Baixa resposta ovariana prévia; 3. Teste de reserva ovariana anormal;
Ficou definido também que pacientes que possuirem duas baixas respostas ovarianas prévias,
utilizando estimulacdo méaxima, serdo consideradas baixa respondedoras sem necessidade da
presenca de outros critérios [60]. Em contrapartida, pacientes que ndo possuem baixa resposta
ovariana prévia, ou seja, pacientes com idade elevada e teste de reserva ovariana anormal
serdo definidas como baixa respondedora esperada [60]. Com esta definicdo, uma populagdo
homogénea podera ser criada nos futuros estudos, dos quais seus resultados poderdo ser
comparados e conclusdes confiaveis sobre os protocolos de tratamento para este grupo de

pacientes poderdo ser deduzidas [60].

Ovulacgao

Convencionalmente o hCG tem sido usado por muitos anos como um substituto eficaz
do LH para desencadear o processo de maturacdo dos oocitos em ciclos com estimulacao
ovariana. Isto é possivel devido ao compartilhamento entre esses dois hormonios de

subunidade alfa similar. Contudo, um dos efeitos colaterais indesejaveis de hCG é o aumento
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da producéo do fator de crescimento endotelial vaso-ativo (vaso- active endothelial growth
factor VEGF). VEGF é importante no desenvolvimento e manutencdo da vascularizagdo no
corpo lateo e na decidua endometrial. No entanto, ele também estd implicado na
fisiopatologia da sindrome de hiperestimulagdo ovariana [61]. O risco é tanto maior quanto
mais foliculos forem recrutados, e em especial nos pacientes com sindrome dos ovarios
micropolicisticos.

Administracdo do GnRH-a, pelo seu efeito flare up inicial, induz de modo dose-
dependente a liberacdo de LH pela hipdfise similarmente a um pico espontaneo de LH no
meio do ciclo e, portanto, fornece uma alternativa a administracdo de hCG em protocolos de
estimulacdo ovariana. De fato, GnRH-a tém sido utilizados para induzir a maturacéo final do
o0cito apods estimulacdo ovariana controlada tanto em ciclos FIV quanto para outros
procedimentos de reproducdo assistida [62-64]. Em particular, o desencadeamento da
maturacao oocitaria com GnRH-a tem sido sugerido como uma medida para evitar a sindrome
da hiperestimulagéo ovariana [65-67].

GnRH-a tem sido aplicado com sucesso em ciclos de GnRH-ant para a indugdo do
aumento de LH enddgeno, demonstrando que a hipdfise permanece responsiva sob a
influéncia de antagonista de baixa dose diaria [68-71]. Metaanalise analisando o
desencadeamento da maturacdo oocitaria com GnRH-a em ciclos com blogueio hipofisario
com GnRH-ant [72] concluiu que o ndmero de odcitos maduros coletados e as taxas de
clivagem embrionaria sdo comparaveis aos obtidos com hCG. No entanto, a probabilidade da
ocorréncia de gravidez apds uso do GnRH-a ¢ significativamente menor em comparacdo ao

tratamento padrdo com HCG.
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Fase lutea

Em ciclos naturais o pico de LH inicia o processo de ovulacdo. Segue-se a ruptura do
foliculo com liberagdo todo o complexo cumulus-oécito expandido e a parede residual do
foliculo converte-se entdo no corpo luteo. Posteriormente, a secrecdo pulsatil de LH promove
0 desenvolvimento continuo e mantém o tempo de vida normal do corpo liteo. O aumento
exponencial de hCG secretado pelo blastocisto implantado e seu trofoblasto estendem a vida
atil do corpo luteo até que a placenta assuma a funcao enddcrina.

A deplecdo das células da granulosa devido a aspiracdo folicular e a supressédo da
liberacdo do LH pelos analogos (agonistas e antagonista) do GnRH tem sido associados ao
defeito da fase lutea em ciclos de reproducéo assistida. Assim, ao longo dos anos, tem havido
uma preocupacdo continua com respeito a ocorréncia de deficiéncia da fase Iutea
principalmente em ciclos de IVF/ICSI [73, 74], tornando a utilizacdo de hCG, progesterona e,
por vezes, estradiol (E2) um procedimento rotineiro reproducdo assistida para o suporte da
fase lutea.

O proposito de anadlogos do GnRH na FIV é evitar a do pico de LH, mas as func¢Ges
subsequentes de LH ainda sdo muito necessarias. Os GnRH-a possui um inicio tardio em sua
acao bloqueadora e também apresenta uma recuperacdo hipofisaria mais tardia, estendendo
consequentemente a inibicdo da secrecdo de LH para a fase lutea. Portanto, a deficiéncia
potencial em funcdo lutea deve ser corrigida. Tentativas para permitir a recupera¢do mais
rapida da hipofise por interrupcdo precoce da GnRH-a tém repetidamente falhado [75, 76].
Por outro lado, apesar da meia vida menor do analogo, a funcao do corpo liteo parece estar
comprometida igualmente em ciclos com GnRH-ant. Aparentemente, o processo que culmina
na lutedlise é também iniciado prematuramente com o uso deste analogo e as taxas de
gravidez estdo comprometidas sem o uso de suporte luteo [77, 78].

Os efeitos da administracdo de GnRH-a na fase lutea vem sendo objeto de diferentes
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estudos. Lemay et al [79, 80] sugeriram que GnRH-a pode atuar como um agente luteolitico
devido a dessensibilizacdo dos receptores de GnRH. Alem disso, Dubourdieu et al.[81] e
Herman et al.[82] relataram deterioriza¢do da funcdo do corpo lGteo com administracdo de
GnRH-a. Contudo, uma série de estudos mostram que a administragdo inadvertida de GnRH-a
na fase litea ndo compromete a continuidade da gravidez, sendo sugerido, ao contrario,
possivel efeito favoravel sobre a implantacdo [83, 84]. Recentemente diferentes estudos
analisando administracdo Unica [85-88] ou mudltipla [89-91] do GnRH-a vém, de fato,
sugerindo efeito benéfico no suporte da fase lutea. O mecanismo do presumido efeito
benéfico € pouco definido. Foi aventado que o0 GnRH-a pode colaborar na manutencédo do
corpo luteo, agir diretamente sobre o endométrio através de receptores locais, ou possuir um
efeito direto sobre os embriGes ou ainda por alguma combinacdo dessas possibilidades.
Metaandlise recente [92] demonstrou que a administracdode uma dose Unica de GnRH-a na
fase lGtea pode aumentar taxa de implantacdo e gravidez em ciclos com protocolo de
estimulacdo ovariana com GnRH-ant.
Considerac0es finais

Apesar da maior pratica na utilizacdo dos agonistas do GnRH como método de bloqueio
hipofisério e de sua confiabilidade adquirida atavés dos anos de uso, os estudos demonstram
gue os antagonistas possuem eficacia equiparada com a vantagem de poder reduzir 0s
episddios de sindrome de hiperestimulacdo ovariana. A estratificacdo da populacdo que se
submete as técnicas de FIV com subsequente andlise das categorias beneficiadas com a
alteracdo do método de bloqueio hipofisario ainda se faz necessaria.

Apesar dos analogos de GnRH terem adquirido lugar importante na reproducdo
assistida, a descoberta de GnRHR extra-pituitarios em humanos faz com que estudo dos
aspectos relacionados a possiveis efeitos diretos dos analogos sobre estruturas como o ovario,

odcitos, células da granulosa, e embrido sejam necessarios.
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Abstract

Background: The expression of the gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) receptor has
been demonstrated in the human ovary, and it has therefore been suggested that GnRH
agonists have different effects on the intraovarian system compared with GnRH antagonists,
particularly in the granulosa cell (GC) layer. This study aimed to compare the level of
apoptosis and DNA fragmentation in human GCs exposed to agonist or antagonist of GhnRH
in intracytoplasmic sperm injection (ICSI) cycles supplemented with recombinant LH (r-LH).
Methods: Patients without ovulatory dysfunction aged < 37 years and in the first ICSI cycle
were prospectively randomised to receive either a long GnRH agonist protocol or a multi-dose
antagonist protocol. In both groups, the GCs were collected during oocyte denudation and
separated from blood cells by centrifugation on a 60% isolate solution. It should be
emphasized that the study examined only GCs that had been directly detached from the
oocyte cumulus complexes. The GCs were then analyzed for DNA fragmentation by TUNEL
assay and for apoptosis using annexin-V. The primary outcome measurements were given as
the percentage of GCs with DNA fragmentation and apoptosis out of the total number of GCs
analyzed. The comparison of the agonist versus the antagonist group was performed using the
Mann-Whitney test.

Results: DNA fragmentation: 32 patients were included in either the GnRH agonist group (n
= 16) or antagonist group (n = 16). The percentage of GCs with positive DNA fragmentation
did not differ significantly (P = 0.76) between the agonist group (15.5 £ 9.4%) and the
antagonist group (18.8 £ 13.3%). Apoptosis: 28 patients were included in either the GnRH
agonist group (n = 14) or antagonist group (n = 14). The percentage of GCs positive for
apoptosis did not differ significantly (P = 0.78) between the agonist group (34.6 + 14.7%) and

the antagonist group (36.5 + 22%).
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Conclusions: The results suggests that, despite the different mechanisms of action of the
GnRH analogues, therapy with either an agonist or antagonist of GnRH is associated with
comparable levels of DNA fragmentation and apoptosis in granulosa cells in IVF/ICSI cycles

supplemented with r-LH.

Key words: GnRH agonist, GhnRH antagonist, granulosa cells, DNA fragmentation, apoptosis,

recombinant LH

Background

Apoptosis, or programmed cell death, is a suicidal process crucial for the maintenance
of ovarian homeostasis. It is responsible for the selection of the dominant follicle and the
collapse of other follicles recruited at the beginning of the cycle and for the degeneration of
corpus luteum [1]. In this way, GCs play a crucial role in oocyte maturation processes.
Apoptosis or even necrosis may influence oocyte and embryo quality. Several factors can act
as triggers of apoptosis in granulosa cells (GCs), including the exogenous hormones used in
in vitro fertilisation (IVF).

The first IVF therapies were performed in natural cycles. However, to obtain the
development of multiple ovarian follicles, controlled ovarian stimulation is now widely
implemented in assisted reproduction treatment. Specifically, in stimulated IVF cycles,
pharmacological doses of gonadotropins create a hormonal environment that induces the
growth of a cohort of follicles that would otherwise degenerate under natural conditions.
However, this process is risky due to the possibility of the occurrence of unintended ovulation
induced by the endogenous hormonal environment. The use of gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) analogues in IVF cycles suppresses endogenous gonadotropin secretion,

thus preventing the premature LH surge and controlling ovarian cycles. GnRH agonists
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(GnRH-a) cause pituitary desensitisation by clustering and internalising GnRH receptors after
an enhanced liberation of gonadotropins (flare up) [2, 3]. GnRH antagonists (GnRh-ant) act
through an immediate competitive blockage of GnRH receptors [3]. Thus, GhRH-ant cause an
immediate, reversible and fast suppression of the release of gonadotropins [2-5]. The
discovery of GnRH receptors in GCs at the mRNA and protein levels [6] led researchers to
study the effects of GnRH analogues on these cells. It has been established that GnRH-a
directly induces apoptosis in GCs [7]. It was also reported that GnRH-ant reduces apoptosis in
rat GCs and in human GCs in vitro [8, 9]; however, when the effects of GnRH-a and GnRH-
ant were compared, no differences in the apoptosis rate in GCs were found [10, 11].

In contrast, it has been demonstrated that the LH supplementation in IVF cycles using
a GnRH-a or GnRH-ant improves the clinical and laboratory outcomes of the cycle [12, 13].
In addition to a relationship to GC physiopathology, the inclusion of LH in the stimulation
protocol of patients with GnRH-a-induced pituitary desensitisation seems to prevent apoptosis
in GCs [14].

Therefore, to better comprehend the action of GnRH analogues on ovarian activity, the
present randomised study aimed to compare the effects of GnRH-a and GnRH-ant on DNA

fragmentation and apoptosis in GCs in IVF/ICSI cycles supplemented with LH.

Methods

Participants

This prospective study was conducted on women undergoing the first intracytoplasmic sperm
injection (ICSI) cycle at the Center for Human Reproduction Professor Franco Junior. The
inclusion criteria were as follows: age < 37 years, first IVF/ICSI cycle, BMI<30 kg/mz,

regular menses and the presence of both ovaries. The exclusion criteria were as follows:
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polycystic ovarian syndrome, severe endometriosis, ovarian cyst assessed by transvaginal
ultrasound and basal FSH in the early follicular phase of >10 IU/ml. Written consent was
taken from all the patients, and the study was performed according to the standards of the

Institutional Ethics Committee.

Randomisation

A double randomisation was performed. First, a computer-generated table (first
randomisation) indicated the protocol of ovarian stimulation for each case: GnRH-a or GnRH-
ant. At the moment the protocol of ovarian stimulation was prescribed, lots were drawn
(second randomisation) to determine to which case each patient would correspond (e.g., case
#1 and/or case #10). Only one nurse, blinded to subject identity, performed all lot drawings.
In this manner, each patient were randomly allocated into one of two groups:

-GnRH-a group: long GnRH agonist (leuprolide acetate, Lupron®, Abbott, Brazil) protocol
-GnRH-ant group: multi-dose GnRH antagonist (cetrorelix, Cetrotide®, Serono, Brazil)

protocol

Ovarian stimulation

GnRH Agonist Protocol: First, pituitary down-regulation was started during the second phase
of the previous menstrual cycle with the GnRH-a leuprolide acetate (Lupron®, Abbott,
Brazil) at a dose of 1 mg/day for 14 days. Then, ovarian stimulation was started with a fixed
dose of 150 to 225 IU recombinant FSH (rFSH / Gonal F®; Serono, SP, Brazil) with 75
IU/day recombinant LH (rLH / Luveris®; Serono, SP, Brazil) for 7 days. On the gt day of
ovarian stimulation, follicular development was monitored by 7 MHz transvaginal ultrasound
(Medison Digital Color MT; Medison Co. Ltd., Seoul, Korea). The dose of rFSH was adapted

according to ovarian response, and the supplementation with rLH was increased to 150
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IU/day when one or more follicles measuring >10 mm in diameter were found.

GhRH Antagonist Protocol: On the 3™ day of the menstrual cycle, ovarian stimulation was

started with a fixed dose of 150 to 225 IU rFSH with 75 1U/day rLH for 5 days. On the 8" day
of the menstrual cycle (6" day of ovarian stimulation), follicular development was monitored
by 7 MHz transvaginal ultrasound (Medison Digital Color MT; Medison Co. Ltd., Seoul,
Korea). The dose of rFSH was adapted according to the ovarian response, and the
supplementation with rLH was increased to 150 IU/day when one or more follicles measuring
>10 mm in diameter were found. The GnRH-ant cetrorelix (Cetrotide®, Serono, Brazil) at a
dose of 0.25 mg/day s.c. was started when at least one follicle >14 mm was observed on

ultrasound.

For both groups, (GnRH-a and GnRH-ant), 250 ug recombinant hCG (r-hCG / Ovidrel®;
Serono, SP, Brazil) was administered s.c. when at least two follicles reached a mean diameter
> 17 mm for the final oocyte maturation. GnRH-a and GnRH-ant were given until the
administration of hCG. Oocyte retrieval was performed by transvaginal aspiration under

ultrasound guidance 34 — 36 hours after the r-hCG injection.

I solation of granulosa cells

The retrieved oocytes from both groups were incubated in culture medium (P1; Irvine
Scientific, Santa Ana, CA, USA) at 37°C and 5.5% CO, for 1 hour. The GCs were removed
by exposing the oocytes to modified human tubal fluid medium (mHTF, Irvine Scientific,
Santa Ana, CA, USA) containing 40 IU/ml hyaluronidase (Irvine Scientific, Santa Ana, CA,
USA) for 30 sec, after which the coronal cells were manually removed using a stripper (Cook,

Australia). The GCs were separated from blood cells by centrifugation on a 60% Isolate®
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(Irvine Scientific, USA) solution and subjected to the DNA fragmentation and apoptosis
analyses. It should be emphasised that the study examined only the GCs that were directly

detached from the oocyte cumulus complexes.

Determination of DNA fragmentation (Figure 1)

DNA fragmentation in the GCs was measured using terminal deoxyribonucleotidyl
transferase (TdT)-mediated dUTP nick-end labelling (TUNEL) assay, which was performed
using an in situ cell death detection kit with tetramethylrhodamine-labelled dUTP (Roche,
Monza, Italy). TUNEL identifies DNA breaks by labelling the free 3"-OH termini with
modified nucleotides in an enzymatic reaction with TdT. TdT catalyses the polymerisation of
labelled nucleotides to the free 3’-OH DNA ends in a template-independent manner. The
slides with GCs from the GnRH-a and GnRH-ant groups were air-dried, fixed in
formaldehyde solution for 30 min, and permeabilised with 0.1% Triton X-100 (VETEC
Quimica Fina Ltd., Duque de Caxias, Brazil) in 0.1% sodium citrate at 4°C for 10 min. After
washing with phosphate-buffered saline (PBS), the slides were processed for the TUNEL
assay. The TdT-labelled nucleotide mix was added to each slide and incubated in the dark in a
humidified atmosphere for 2 h at 37 °C. After the enzymatic reaction was stopped, the slides
were rinsed twice in PBS and then counterstained with Vectashield Mounting Medium with
4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 1.5 pgimL; Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA). The final evaluation was performed using a fluorescent microscope, and the percentage
of TUNEL-positive GCs was determined. The number of cells per field stained with DAPI
(blue) was counted; in the same field, the number of TUNEL-positive cells (red) was
expressed as a percentage of cells with DNA fragmentation. The same technician, blinded to

subject identity, performed all examinations.
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Determination of apoptosis (Figure 2)

Phosphatidylserine, a membrane phospholipid, becomes translocated onto the outer leaflet of
the cell membrane during the early stages of apoptosis. The presence of green annexin V
fluorescence can serve as a marker of early apoptosis because annexin V specifically and
reversibly binds to externalised phosphatidylserine. The GCs were incubated with 3 pl
annexin-V, 1 pl propidium iodide (Alexa Fluor 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit;
Molecular Probes, Eugene, OR) and 1 pl Hoechst 33342 at room temperature for 15 min in
the dark. Propidium iodide (PI) is a red fluorescent dye that allows the identification of
necrotic cells because it is impermeable to live cells (i.e., it is unable to penetrate the nucleus
of live cells but stains the nucleus of necrotic cells). Hoechst 33342 is a blue fluorescent dye
that allows the identification of cells because it is cell-permeable. After incubation, the
suspension was centrifuged at 800 g for 10 min, and the pellet was mounted on poly-I-lysine-
coated slides for examination by fluorescence microscopy. Normal cells were Annexin V(-
)IPI(-), early apoptotic cells were Annexin V(+)/PI(-) and necrotic cells were Annexin V(+/-
)IPI(+). The percentages of apoptotic GCs (GCs stained in green, positive for annexin-V, but
which excluded the red propidium iodide dye) were determined. The same technician, blinded

to subject identity, performed all examinations.
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Statistical analysis

The data were analyzed using InStat version 3.0 (GraphPad Software, San Diego California,
USA) on a Macintosh computer (Apple Computer Inc., Cupertino, California, USA). The
primary outcome measurements were given as the percentages of GCs with DNA
fragmentation and apoptosis out of the total number of GCs analyzed. The statistical analysis
first sought to verify the homogeneity between the agonist- and antagonist-treated groups at
the level of individual variables (age, body mass index, FSH) and then to check whether there
were differences in DNA fragmentation and apoptosis between the groups. The comparison of
the agonist and the antagonist groups was performed using Student’s t-tests, Mann-Whitney
tests and chi-squared tests when appropriate. The significance level was set at P<0.05. The
sample size of 14 patients in each treatment group was calculated to have an 80% power to

detect a mean difference of 2 with a alfa of 0.05.

Results

DNA fragmentation:

Thirty-two patients were included in either the GnRH-a group (n = 16) or in the
GnRH-ant group (n = 16). There was no significant difference (P > 0.05) between the group
of patients receiving the long GnRH-a protocol and the group of patients receiving the
multidose GnRH-ant protocol with respect to baseline demographic characteristics, such as
maternal age, body mass index (BMI), duration of infertility, smoking, alcohol use and
infertility aetiology. With respect to the parameters of the cycle of ovarian stimulation, an
equal distribution (P> 0.05) of the main cycle characteristics was observed for the GnRH-a
and GnRH-ant groups. The data are summarised in Table 1.

The average DNA fragmentation was 17.1+11.5% (range: 6-60%, median: 14%) for
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the general population, 15.5 £ 9.4% (range: 7 - 48%, median: 13.5%) for the GnRH-a group,
and 18.8 + 13.3% (range 6-60%, median: 14.5%) for the GnRH-ant group. The percentage of
positive DNA fragmentation in the GCs did not differ significantly (P = 0.76) between the

GnRH-a group and the GnRH-ant group. These data are shown in Figure 3.

Apoptosis:

Twenty-eight patients were included in either the GnRH-a group (n = 14) or the
GnRH-ant group (n = 14). As in the DNA fragmentation analysis, there was no significant
difference (P > 0.05) in the baseline characteristics between the group of patients who
received the long GnRH-a protocol and the group of patients receiving the multidose GnRH-
ant protocol. With respect to the parameters of the cycle of ovarian stimulation, an equal
distribution (P> 0.05) of the main cycle characteristics was observed for the GnRH-a and
GnRH-ant groups. These data are summarised in Table 2.

The average level of apoptosis was 35.6+18.5% (range: 6-87%, median: 32.5%) for
the general population, 34.6 + 14.6% (range: 6 - 59%, median: 35.5%) for the GnRH-a group,
and 36.5 = 22% (range: 13-87%, median: 31%) for the GnRH-ant group. The percentage of
positive DNA fragmentation in the GCs did not differ significantly (P = 0.78) between the

GnRH-a group and the GnRH-ant group. These data are shown in Figure 4.
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Table 1. DNA fragmentation analysis. The baseline demographic characteristics of the

patients and the characteristics of IVF/ICSI cycle stimulation

GnRH agonist GnRH antagonist

)
group group

Patients (n) 16 16

Age (Y) 33.742.7 (29-37) 32.1+3.1 (27-37) 0.12

BMI 23.7+ 3.1 23.4+2.7 0.75

Tobacco use (n) 0 0

Regular alcohol use (n) 6.2% (1/16) 6.2% (1/16) 1

Aetiology 0.27

Male 56.3% (9/16) 56.3% (9/16)

Idiopathic 31.3% (5/16) 12.5% (2/16)

Tuboperitoneal 12.5% (2/16) 31.3% (5/16)

Duration of infertility (y) 2.8+1.1 3.9+3.0 0.59

Total dose FSH (1U) 2140+707 17984636 0.20
LH (1U) 1017+300 1012+267 0.90

Time of stimulation (d) 10.1+1.8 10.1+2.4 0.95

Follicles >18 mm (n) 4.2+1.5 4.2+1.9 0.71

Oocytes (n)

Mature 7.5+4.6 11.6+6.5 0.09

Total 11.4+6.8 15.4+7.8 0.08
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DNA fragmentation in granulosa cells
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Figure 3. DNA fragmentation in granulosa cells. The average level of DNA fragmentation
was 17.1+11.5% (range: 6-60%, median: 14%) for the general population, 15.5 + 9.4%
(range: 7-48%, median: 13.5%) for the GnRH-a group, and 18.8 + 13.3% (range 6-60%,
median: 14.5%) for the GnRH-ant group. The percentage of positive DNA fragmentation in
granulosa cells did not differ significantly (P = 0.76) between the GnRH-a group and the

GnRH-ant group



Table 2: Analysis of apoptosis. The baseline demographic characteristics of the patients and

the characteristics of IVF/ICSI stimulation.

GnRH agonist

GnRH antagonist

)
group group

Patients (n) 14 14

Age (Y) 33.3+2.5 (29-37) 32.4+4.3 (27-37) 0.42

BMI 22.7+3.6 23.2+3.02 0.71

Tobacco use (n) 0 0

Regular alcohol use (n) 7.1% (1/14) 7.1% (1/14) 1

Aetiology 0.36

Male 50% (7/14) 57.1% (8/14)

Idiopathic 35.7% (5/14) 14.3% (2/14)

Tuboperitoneal 14.3% (2/14) 28.6% (4/14)

Duration of infertility (y) 4.09+2.9 4.91+3.8 0.78

Total dose FSH (1U) 2012 +746 1805+658 0.51
LH (1U) 1034+288 986+268 0.89

Time of stimulation (d) 10.2+1.7 10+2.5 0.96

Follicles >18 mm (n) 4.1+1.6 4.6x£1.9 0.59

Oocytes (n)

Mature 8.4+4.3 12.145.9 0.14

Total 11.847.0 15.6+6.8 0.08
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Figure 4. Apoptosis in granulosa cells. The average level of apoptosis was 35.6+18.5%
(range: 6-87%, median: 32.5%) for the general population, 34.6 £ 14.6% (range: 6 - 59%,
median: 35.5%) for the GnRH-a group, and 36.5 + 22% (range 13-87%, median: 31%) for the
GnRH-ant group. The percentage of positive DNA fragmentation in the GCs did not differ

significantly (P = 0.78) between the GnRH-a group and the GnRH-ant group
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Discussion

During the natural process of folliculogenesis, granulosa cells undergo a dynamic
process of differentiation that induces changes in functional activities and creates a unique
hormone microenvironment that plays important roles in the processes of oocyte maturation
[15]. Particularly during the final stages of folliculogenesis, the main activity of granulosa
cells seems to be the synchronisation of the nuclear and cytoplasmic maturity of the oocyte
through the suppression of transcription [16-18]. However, the majority of selected follicles
are destroyed by atresia, a process that under natural conditions occurs through apoptosis
initiated in the granulosa cells. Thus, the GCs are highly sensitive to the apoptotic process
[19]. In contrast, during stimulated IVF/ICSI cycles, pharmacological doses of gonadotropins
and adjuvant drugs, such as GnRH analogues, create a supraphysiological hormonal
environment that induces the growth of a cohort of follicles, which would become atretic
under natural conditions. Due to the influence of steroidogenesis and/or the physical
properties of the developing ovarian follicles, this iatrogenic hormonal environment can
impact the physiological process of differentiation of granulosa cells [20].

Despite the fact that human ovaries express GnRH receptors, the exact mechanism of
action of GnRH in the ovaries is not yet fully understood. Thus, when using GnRH analogues
in IVF cycles, it is still not clear what action these substances could have on ovarian cell
activity. It is known that GnRH receptors are found in the luteal and granulosa cells of the
antral follicles but not in primordial and pre-antral follicles [21, 22]. This correlation between
the expression of GnRH receptors and the stage of follicular development may suggest a
direct influence of GnRH on folliculogenesis and oocyte development. With respect to GC
apoptosis, the physiological role of which may not only be related to follicular atresia but also
potentially linked to oocyte quality, a possible direct action of GhnRH and GnRH-a has been

shown [7-9, 23-26]. The inhibition of the local activity of vascular endothelial growth factor
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by GnRH produces an increase in ovarian apoptosis via an imbalance in the levels of the
BCL2 family members [23, 27]. GnRH is also related to the declining levels of nitric oxide
[28] associated with the growth of luteal cells. In addition, GhnRH has been associated with
the increased expression of Bax, which is associated with apoptosis in luteal cells [7]. In
contrast, a possible inhibitory action of GnRH-ant on apoptosis has been reported in vitro [9,
25]. However, some studies [29, 30] have shown that different types of GnRH analogues,
both agonists and antagonists, have anti-proliferative and/or pro-apoptotic effects. In most
cases, these studies on the action of GnRH and GnRH analogues in GC apoptosis have been
performed in vitro [7, 9, 24, 25]; therefore, further in vivo studies are still needed to
corroborate the importance this evidence and to investigate the differences in the actions of
each specific GnRH analogue.

Annexin V interacts strongly and specifically with phosphatidylserine, which is
transferred to the outer layer of the cell membrane at the beginning of apoptosis. Using the
Annexin V affinity assay, the amount of apoptotic cells can be determined in a fast, simple,
and sensitive way [31, 32]. In a more advanced phase of apoptosis, the execution
endocaspases are responsible for DNA fragmentation, resulting in 3’ hydroxyl-termini at the
site of DNA strand breaks. The TUNEL assay attaches labelled nucleotides to these single- or
double-strand breaks, thus allowing the detection of apoptosis [33]. Using these two
techniques, this study showed that the treatments with GnRH-a or GnRH-ant are similar with
respect to the frequency of apoptosis (34.6 + 14.6% vs. 36.5 £ 22%, respectively; P = 0.78)
and DNA fragmentation (15.5 £ 9.4% vs. 18.8 + 13.3%, respectively; P = 0.76) in the
population of granulosa cells associated with oocytes. In other studies, no significant
differences were evident between GnRH-a and GnRH-ant treatments in vivo. Giampietro et
al. [10] also used the Annexin V and TUNEL assays to report similar levels of apoptosis and

DNA fragmentation in granulosa cells suspended in follicular fluid between the GnRH-a- and
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GnRH-ant-treated cells. The differences in these levels of apoptosis from those reported in
our study (agonist: 7.87 £ 1.27%; antagonist: 9.92 + 0.98%) may be due to technical
differences. The granulosa cells examined in the Giampietro study were from follicular fluid,
whereas our study examined detached cells directly from the oocytes. Giampietro et al. [10]
used flow cytometry instead of immunofluorescence for the analysis of Annexin V assay.
However, TUNEL assays were analyzed by immunofluorescence in both studies, and the
results were quite similar (immunofluorescence = 18.00 + 3.87% in the GnRH-a group; 20.50
* 6.56% in the GnRH-ant group). In contrast, Hassun et al. [11] analyzed individual oocyte
cumulus complexes with Cytosoft in ViaCount mode and found that GnRH-a and GnRH-ant
protocols induce similar levels of apoptosis in granulosa cells. However, considering the low
number of studies that are not all randomised, further randomised controlled trials with larger
sample sizes will be helpful to corroborate the action of GnRH on GC apoptosis in vivo.

In our study, regardless of the GnRH analogue used (agonist or antagonist), all
IVF/ICSI cycles were stimulated by r-LH in addition to r-FSH. Some studies have reported
the beneficial effects of r-LH on ovarian physiology and its clinical outcomes [12, 34].
Ruvolo et al. [14] suggested that supplementation with r-LH improves the quality of the
chromatin in cumulus cells and protects these cells from apoptosis, possibly by acting directly
on granulosa cells or via a paracrine effect. These authors suggested that maintaining the
physiological function of the cumulus cells over time would also maintain the nuclear and
cytoplasmic maturation of the oocyte, thereby improving the intrinsic quality of the oocytes at
the time of retrieval. However, it should be noted that in our study, in addition to a lack of
differences between the agonist and antagonist groups, the overall incidence of apoptosis was
consistent with those reported in the literature for IVF/ICSI cycles without r-LH
supplementation, even when considering differences in the study designs, populations, and

methods of analysis. Ruvolo et al. [14] reported levels of DNA fragmentation in GCs of



50

18.2% and 12.1% in IVF/ICSI cycles with GnRH-a with or without r-LH supplementation,
respectively, according to TUNEL staining. We observed a general level of 17.1 + 11.5%,
which is similar to the value reported in IVF/ICSI cycles without r-LH. Using similar
techniques, Giampetro et al. [10] reported similar levels of DNA fragmentation in IVF/ICSI
cycles without LH but with much lower levels of apoptosis.

An interesting point to consider is the exact origin of the granulosa cells. There are two
types of granulosa cells: the cumulus cells, which surround the oocyte, and the mural
granulosa cells, which surround the antrum. Several studies have investigated the incidence of
apoptosis in GCs and its relationship to IVF/ICSI results, but most those studies have assessed
the apoptosis of cells suspended in follicular aspirates. Thus, those values represent of the
level of apoptosis within the mural granulosa cells that had detached from the follicular wall
during follicle aspiration [11, 35-38]. However, trials have demonstrated that cumulus cells in
human and animals have a low level of apoptosis compared with mural cells [26, 39-41]. It
has been demonstrated that paracrine factors secreted by the oocyte, such as bone
morphogenetic proteins 15 and 6, protect cumulus cells from apoptosis [42]. Thus, the clinical
significance of the levels of apoptosis in the GCs directly detached from oocytes still needs
further evaluation. We were not able to detect a reduction in the levels of apoptosis in the
oocysts linked to the GCs. In our study and in that of Hassun et al. [11], both of which only
used detached GC directly from oocytes, higher rates of apoptosis were observed compared

with the study by Giampetro et al. [10], who used exfoliated mural granulosa cells.

In conclusion, the results suggest that despite the different mechanisms of action of the
GnRH analogues, both the GnRH agonist and antagonist are associated with comparable
levels of DNA fragmentation and apoptosis in granulosa cells in IVF/ICSI cycles

supplemented with r-LH. However, considering the low number of published trials regarding
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this issue, particularly randomised, in vivo experiments, further clinical studies will be helpful

to clarify the in vivo action of GnRH analogues on GCs.
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