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Plano da apresentacao

Por que o interesse sobre o hCG?
Lh e hCG: semelhanca molecular e fisioldgica
LH bioativo: auxiliar na reproducao assistida

hCG: marcador de qualidade embrionaria

hCG: multiplos mecanismos de acao




— Moleculas de hCG fazem parte da

bioatividade do LH em preparacao

biologicamente purificada de hMG




HP-HMG é diferente do hMG

Conteudo de LH e hCG

Menopur® Repronex® Pergonal® Humegon® rFSH

LH 0.4 7.4 13.5 5.8 0
(IU/L)
hCG 9.9 7.2 3.4 6.9 0
(IU/L)

aaaaaaaa ) Wolfenson et al. Reprod Biomed Online 2005; 10(4). 442-454
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| pbrténcia da atividade LH durante a
estimulacao

Diversos estudos mostram que niveis
inadequados de atividade LH esta
associado com:

Baixos indices de fertilizacaol-2
Menor quantidade de embrides!
Altos indices de aborto espontaneo3

1. Fleming et al. Hum Reprod 1998; 13 (7): 1788-1792
2. Humaidan et al. Hum Reprod 2002; 17 (8): 2016—-2021
aaaaaaaa : 4] 3. Westergaard et al. Hum Reprod 2000; 15 (5): 1003—1008




Importancia da atividade LH

 LH é fundamental para o desenvolvimento
folicular e maturacao oocitaria®

* Pode haver iatrogenia na falta de LH 2

 hCG modifica o ambiente enddcrino/ paracrino da
maturacado oocitaria3

 hCG tem impacto sobre o resultado e seguranca®?

1. Scanlon & Sanders. Essentials of Anatomy and Physiology 1999; FA Davis Company, Philadelphia, PA, USA
2. Layman. Endocrinol Metab Clin North Am 2007; 36 (2): 283—-296

3. Smitz et al. Hum Reprod 2007; 22 (3): 676—687

4. Platteau et al. Hum Reprod 2006; 21 (7): 1798-1804

5. Platteau et al. Fert Steril 2004; 81 (5): 1401-1404
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das “Duas células — Duas
Gonadotrofinas”

Androgenios
transferido para

maturagéo J
granulosa

OOCITARIA

crescimento
FOLICULAR

90.9
Atividade-LH ®®

Estradiol




LH sinalizando o foliculo antral

LH A

Epi
AR
BTC

Teca Basal Granulosa
membrane

1. Conti et al. Mol Endocrinol 2006; 20 (4): 715-723
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inetica sorologica do LH apos injecao
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rFSH

Horas apoés a injecao

* Padrdo do LH ( cinética no soro)é diferente entre hMG and rFSH*

*  hCG promove atividade-LH mais estavel que o LH

1. Balasch et al. Reprod Biomed Online 2003; 6 (3): 296-301
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Estudo MERIT

Triptorelina 0.1 mg/ dia SC rhCG Progesterona
250 ug vaginal 90mg / dia

SC

Avaliacac

225 IU x 5 days
oocito / embfi

Ajuste minimo
| . 75 lU/dose/4 dias . - B-hCG ulrv uTV
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1. Andersen et al. Hum Reprod 2006; 21 (12): 3217-3227




LH (UL} at day 1
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-Idice de Gravidez e niveis de LH no dia 11

HP-hMG rFSH

LH Dia 1 (IU/L) N=363 N=368
0.0 — 1.5 (N=81) 24% 25%
1.5 - 2.0 (N=91) 29% 20%
2.0 — 3.0 (N=112) 25% 22%
>3.0 (N=79) 29% 22%

indice de Gravidez n&o é influenciado pelos niveis de LH no dia 1 da
inducao ( estimulacéo)

Confirma os achados da literatura — “medida Unica de LH nédo tem
valor preditivo”




do LH circulante apés
dministracao de Gonadotrofinas1
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- Clinical evidence — rLH and hCG

e Literature

* MERIT database




¢ao de rLH ao rFSH nao aumenta o
umero de nascidos vivos vs rFSH isolado

* Revisao Cochranel

* Alguns estudos:
e N3o ha evidéncia de melhor resultado com rLH + rFSH
versus rFSH isolado

* Mas respondedoras podem ser beneficiar com a co-
administracao de rLH

 Tratamento com rLH diminue aborto precoce
* Inducao com rLH associado aumenta o custo em 45%

1. Mochtar et al. Cochrane Database Syst Rev 2007; (2): CD005070
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mulacao com HP-hMG resulta em melhor
resultado clinico comparado com rFSH4,5

EISG!?
MERIT3

Andlise combinada*
= Melhor resultado clinico com HP-hMG vs rFSH
= Gravidez “ongoing” (27% vs 21%, p<0.05)
= Nascidos vivos (26% vs 21%; p<0.05)

Nova meta-analise>

European and Israeli Study Group on HP-hMG versus rFSH. Fertil Steril 2002; 78 (3): 520-528
Platteau et al. Fert Steril 2004; 81 (5): 1401-1404

Andersen et al. Hum Reprod 2006; 21 (12): 3217-3227

Sgrensen et al. Hum Reprod 2006; 21 (Suppl 1): i124

Afnan. Oral communication at the 23" Annual Meeting of the ESHRE (abstract O-098), Lyon, France, 3 July 2007




ministracao precoce de hCG
com HP-hMG
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" Comparandocom LH, o
hCG apresental™:
= Maior estabilidade

= \idal média 6-8 veze3s
maior

= Diferenca na composicao

molecular
= Interacdao h —receptor
especifico

= Diferenca em bioativiidade>
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Ross. Am J Obstet Gynecol 1977; 129 (7): 795-808
Damewood et al. Fertil Steril 1989; 52 (3): 398-400

Yen et al. J Clin Endocrinol Metab 1968; 28 (12): 1763-1767
Stokman et al. Fertil Steril 1993; 60 (1): 175-178

Roess et al. Biochem Biophys Acta 1997; 1357 (1): 98-106




enca molecular entre o hCG e o LH might lead
diferente interacao de ligacao com o receptor

= Sijtios de ligacao da lecitina na membrana celular
podem se ligar a molécula de carbohidrato do hCG?

= Alguns estudos in vitro mostram acao diferente do
hCG vs LH nas células de Leydig e células luetinicas

= Sintese e secrecao maior e mais prolongada de
esterdides™

1. Roess et al. Biochem Biophys Acta 1997; 1357 (1): 98-106
2. Segaloff et al. Endocrinology 1981; 108 (2): 632—638
3. Bourdage et al. Proc Soc Exp Biol Med 1984; 175 (4): 483486
. 4. Molskness et al. Biol Reprod 1991; 45 (2): 273-281
Ui{ }: 5. Zeleznik. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95 (18): 11002—-11007




dos niveis de hCG determina
aumento dos resultados clinicos!-2

p<0.05
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Taxa (gravidez/nascidos) (%)

<25% 25-50% 50—~75% >75%
Nivel de hCG (dia 6)

1. Smitz et al. Hum Reprod 2007; 22 (3): 676-687
2. Arce et al. Hum Reprod 2006; 21 (Suppl 1): i141




-' - Numero de oocitos recuperados

12

HP-hMG
10

W FSH

®»

SN

Proportion of
patients (%)

1. Data on file




Perfil endécrino dia 6

” hCG no dia 6
Hormonios <25% 25-50% 50—~75% >75%
(N=87) (N=88) (N=90) (N=90)
FSH (IU/L) 125+21 152+20 166+28 192+2.8
LH (IU/L) 14209 14208 15%09 15+0.7

Androstenediona (nmol/L) 5.6 +2.1 5.8+22 6.1+28 6.4+24

Testosterona total (nmol/L) 09+0.4 09+04 0.9+£0.5 09+04

Progesterona (nmol/L)

1. Data on file




determina crescimento folicular
mais seletivo

e Relacionado ao balanco ANDROGENIO / ESTROGENIO ?!

* Androgenio aumentam o AMP-c induzido pelo FSH
* |Induz a interrupcao da proliferacao da granulosa
* Parada do crescimento folicular

e Estrogenio pode induzir via estrogénio Receptor [3, a
supressao dos efeitos sobre o receptor androgénico?

Pode ser que os foliculos que sobrevivem ao desafio androgénico
determina melhor qualidade embrionaria?

1. Tetsuka & Hillier. J Steroid Biochem Mol Biol 1997; 61 (3-6): 233—-239
2. Cheng et al. Biol Reprod 2002; 66 (1): 77-84




Efeito do hCG (Uso de HP — hMG)

* Trés estudos mostram relacao entre niveis de hCG e taxa
de gravidez:

* Diab6
* Dia do hCG (descarga)

* Observacoes sao independentes da concentracao
de LH

 Hipotese sobre acao do hCG
Foliculo?

Endométrio?
Multipla?




CONCLUSOES:

hCG determina maior taxa de nascimento
Independente de

- |dade
- Niveis de LH

A quantidade de hCG presente no HP-hMG nao
prejudica o “Teto de LH”




Perfil do LH no
Estudo MERIT




Perfil do LH

1. Pos dessensibilizacao




Perfil do LH

2. Durante a estimulacao com
Gonadotrofinas




Qe —

Efeito da estimulacao
ovariana sobre o LH endogeno
(Supressao latrogénica)




emelhancas e diferencas
entre hCG e LH

* hCG tem vida maior que o LH

24 — 33 para hCG
10—-12 para o LH

Resposta diferente sobre receptor
Resposta conforme a dose de LH e LCG

hCG causa mais resposta ao MAPK Que o LH
hLH induz efeito sensibilizador sobre o receptor




emelhancas e diferencas
entre hCG e LH

Dimeros glicoproteicos
Cadeia a = 99 aminoacidos comuns

Cadeia p = 12°* aminoacidos sao iguais

e 34 aminoacidos sao diferentes no “C” terminal
e hCGtem 145 aminoacidos
* Diferentes sitios de glicosilazacao

e 6sitios para o hCG vs para o LH

 Ambos se ligam ao mesmo receptor (LH/CG-R)




Origem do hCG no HP-hMG

e Producdo HIPOFISARIA de HCG em mulheres
pré-pds menopdusicasl?
* hCG hipofisario e hCG urinario, sao muito
semelhantes3:
* Analise sequencial do aminoacido

* Aspectométria de massa




-” Estudo MERIT:

Niveis de progesterona antes da injecdo de hCG!

Progesterona > 4 nmol/L no dia do hCG

HP — hMG rFSH
P<4 P>4 P<4 P>4

Incidéncia n (%) 305 (83) 41 (11) 268 (73) 85 (23)

Obeitos n 9.7 12.9 11.0 14.1

Taxa de Implantacdo % 24 19 23 11




Estudo MERIT:
Niveis de progesterona antes da
injecdao de hCG'

Progesterona > 4 nmol/L no dia do hCG

HP - hMG rFSH
P<4 P>4 P <4 P>4

Incidéncia, n (%) 305 (83) 41 (11) 268 (73) 85 (23)




« Efeitodo hCG

¢ Endocrino

¢ Paracrino




hLH/CG-R

. Receptor muito sensivel a mutacdes
determinando a retencao intra-celular

. Mutacoes sao dissiminadas por todo o gene
. As mutacds determinam prejuizo na formacao do
AMP-C

. Mulheres inférteis com Lh elevado: FO subclinica,
Anovulacdo crdnica

. Mutacdo do LH/CG-R representa somente 10% do
total dos receptores




Efeito sobre a implantacao

hCG

— 7NN

AiGFBP1  $VEGF AU 4vmp-o

WTIMP 1-3

Aumentaa Estimula a Diferenciacao Remodelacao
receptividade Angiogenese Trofoblastica Tissular

endometrial




Acao direta do hCG no utero

. Tipo de hCG ¢é importante:
Efeitos diferentes entre o rhCG e hCG

. hCG € um mediador no “dialogo” entre o utero e o embriao
Via receptor TGF-[3

Acao do hCG
Curto Prazo: estimula a invasao Trofoblastica
Longo prazo: inibe a invasao Trofoblastica

*modulacao, sintese e secrecao MMS e TIMP




Efeitos do hCG

» Diferentes Isoformas de hCG
- Isoformas de hCG Ativa outros receptores alem
- acao citocina-like
- papel imuno regulador

» Sinalizacao via poés receptor

 hCG hiperglicositado tem agao para o inicio da gravidez
 Presenca de forma acida pode atuar via receptor TGF-3
« Acao promotora da invasao trofoblastica’
« hCG - hiperglicositado € 6 — 7 vezes mais potente que o hCG

« Pode haver ligacdo do hCG em sitios escondidos no FSH-R??
* Nos casos de mutacdo do FSH-R3

1. Cole Placenta. 2007;28(10) 977-986
PIJmIT }l 2. Lin and Moyle. Mol Cell Endocrinol 2007; 260-262 83-92




uso de hCG na fase folicular (7?77 )
melhora a qualidade oocitaria?

— Estudo MERIT mostra menos foliculos em
rFSH/hCG mas melhores embrides

HP-hMG  rFSH

Odcitos recuperados 10.0x54 11.8+5.7
Clivagem precoce 1.6+2.2 1.7+£2.3
B iprecoce ) 17.3% 14.9%

Odcitos recuperado

Embrides TOP 1.1+1.6 1.1+£1.6
Embrides TOP / 11.3% 9.0%

Odcito recuperado




utilizacao de hCG na fase folicular???pode
melhorar a qualidade embrionaria?

Adequado numero de foliculos maduros quando utiliza hCG
Corte molecular homogéneo
A suplementacao de atividade LH acelera o crescimento folicular

O uso de LH € efetivo na estimulagcdo monofolicular (uso ...)

Protocolos com LH aumentam o numero de embrides diploides e

embrides “TOP”.




action androgen on granulosa cel

Gonadotrophin-sensitive Gonadotrophin-dependent
stages stages

Androgen sensitive

Small follicle Meduim follicle Large follicle

FSH Induces E2

@ Aromatase

IGF-1
AR activation

ER activation
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