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RESUMO

A endometriose atinge 10-15% das mulheres. Portadoras dessa patologia t€ém 20 vezes
mais chances de serem inférteis ¢ 30-60% das pacientes com endometriose apresentam
infertilidade associada. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que mulheres com endometriose ¢
infertilidade apresentam diversas anormalidades hormonais tais como hiperprolactinemia,
insuficiéncia lutea, diminui¢do de fatores de crescimento intra-folicular e, mais recentemente, a
coorte folicular ovariana heterogénea com uma redugao da reserva folicular.

Portanto, estudaremos a prevaléncia do polimorfismo do gene do receptor do hormoénio
foliculo estimulante (FSH) em pacientes com endometriose e infertilidade. Acreditamos que
polimorfismos no gene que sintetiza o receptor do FSH sdo mais prevalentes nesse grupo de
pacientes. Tal polimorfismo, que altera a transdu¢do do sinal do receptor, pode ser o
responsavel por uma resposta ovariana inadequada ao FSH.

Conduzimos, ao longo dessa dissertacdo, um estudo caso-controle. Os casos
compreendem 50 pacientes com infertilidade e endometriose. Os controles, 51 pacientes férteis
sem endometriose. Determinaremos a prevaléncia alélica da substitui¢do da asparagina (N) pela
serina (S) no codon 680 (N680S) e da treonina (T) pela alanina (A) no codon 307 (T307A),
localizados no éxon 10, em ambos os alelos do gene que sintetiza o receptor do FSH. Para tal,
utilizaremos técnicas de reagdo em cadeia da polimerase em ambos os alelos.

Os dois grupos ndo diferiram em sua avaliacdo demografica. No grupo de pacientes
com endometriose e infertilidade foram encontradas 10 pacientes homozigotas S/S e 10
pacientes A/A, 23 pacientes heterozigotas N/S e 17 T/A. Além de 17 pacientes genotipicamente
N/N e 23 T/T. No grupo controle, houve 9 pacientes com homozigose S/S e 15 A/A, 25
heterozigotas N/S e 22 T/A. Finalmente, 17 pacientes com gen6tipo N/N e 14 T/T . Nao
obtivemos diferenga significativa entre os grupos (P>0,05).

Esse estudo pioneiro rejeita a hipotética associacdo entre endometriose e o0s

polimorfismos N680S ¢ T307A no gene que sintetiza o receptor do FSH.
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INTRODUCAO

A infertilidade, definida pela Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM)
como a falta de gestagdo detectada clinica ou hormonalmente apds 12 meses de relagdes sexuais
regulares sem contracepcdao, pode associar-se a endometriose por diferentes mecanismos:
alteragOes imunologicas, anatdmicas, uterinas, endometriais, entre outras (1).

A endometriose, definida como a presencga de tecido glandular e estroma endometrial
fora da cavidade uterina, foi descrita pela primeira vez em 1860 por Rokitansky (1, 7, 8). Em
1927, Sampson foi o primeiro a caracterizar a endometriose como uma patologia responsavel
por alteracdes na pelve feminina (1). Leyendecker, 1998, discute a endometriose como doenca
da unidade endometrial-subendometrial (9). A etiopatogenia da endometriose, ainda enigmatica,
estd baseada nas teorias mais conhecidas: a metaplasia celomica, os implantes ectdpicos e a
inducdo de células multipotentes (1).

Estima-se que 10% a 15% da populagdo feminina apresentem endometriose (1, 10, 11).
A endometriose pode ser assintomatica, ocorrendo diagndstico, muitas vezes, somente por
ocasido da incapacidade de gestar ou na presenca de desconforto pélvico severo (9). A
associa¢do entre endometriose e infertilidade é bem estabelecida, mulheres com endometriose
tém 20 vezes mais chances de serem inférteis (7, 10, 12). Trinta a sessenta por cento das
pacientes com endometriose apresentam infertilidade associada (1, 7, 11, 13). Em 1993, Wardle
& Hull apontaram a endometriose como fator de infertilidade em 80% dos casos (14).

O nosso grupo de pesquisa, o qual pertence a um diretorio de pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, tem como linha de pesquisa o estudo das alteragdes ovulatorias
nas pacientes com endometriose e infertilidade.

Ja foi demonstrado que pacientes com endometriose e infertilidade t€ém secrecdo e
controle da prolactina alterados (2, 3), assim como anormalidades da fase litea (4) evidenciada
pela disfungdo na secrecdo de estrogénio e progesterona ovarianos e concentragdo folicular de

fatores de crescimento modulada de forma andmala (5). Recentemente, foi demonstrado que



mulheres com endometriose minima e leve apresentam uma alteragdo da coorte folicular com
uma diminui¢do da reserva ovariana medida pelos niveis séricos do hormdnio anti-Mulleriano
no 3° dia do ciclo menstrual (6).

Entretanto os estudos genéticos tentando avaliar a ligacdo de polimorfismos ou mesmo
expressdes génicas nesta populagdo sdo escassos e com resultados conflitantes. Considerando o
gene do receptor do FSH a literatura ndo possui dados em relagdo a pacientes com
endometriose, embora a importancia e acdo deste gene ja seja bastante estudada em outros
grupos populacionais.

E justamente com este objetivo, de estudar o polimorfismo do gene do receptor do FSH

que descrevemos a revisdo e o trabalho cientifico a seguir.



REVISAO DA LITERATURA

Aspectos hormonais na endometriose

Alteragdes hormonais foram descritas por varios autores em diferentes estudos, tentando
relacionar as alteracdes existentes a incapacidade de gestar das pacientes com endometriose. A
endometriose foi associada com anovulacdo em 17% das pacientes mediante um escore obtido
de sua anamnese (15). O estigma ovulatorio foi observado em 33% das pacientes inférteis com
endometriose e estes autores acreditam haver alteragdo hormonal em pacientes com
endometriose, provavelmente, nao associada a sindrome de foliculo ndo roto (16). A disfungao
ovulatéria em pacientes com endometriose ¢ descrita em varios estudos (17). Comparando
pacientes com esta disfun¢do e com e sem endometriose observou-se uma prevaléncia superior
de foliculo nao roto entre pacientes com endometriose (18).

Em estudo experimental, com ratas, sugere-se a associacdo de endometriose e
infertilidade com foliculonogénese alterada (19). Destaca-se a associacdo de endometriose com
anovulacdo, galactorréia, sindrome de foliculo ndo roto, secrecdo anomala de prolactina e
insuficiéncia latea (10, 20). Pacientes com endometriose teriam secre¢do anomala de LH (21) e
a insuficiéncia litea é mais prevalente em pacientes inférteis com endometriose que com causa
desconhecida (22), enquanto outros autores ndo verificaram diferenga significativa na
prevaléncia de insuficiéncia lutea e endometriose (23). A disfunc¢do da fase lutea também foi
descrita em estudos posteriores (24-26). Ha diminuicao da secrecdo e concentracdo no liquido
peritoneal de progesterona em pacientes com endometriose (27, 28). A alteracdo na secregdo de
estradiol e progesterona pode ser alguma das alteragdes hormonais de pacientes com
endometriose minima (29). Uma diversidade de anormalidades enddcrinas vem sendo
relacionadas a etiologia da endometriose; disfun¢do do eixo hipofise-ovario, luteinizacdo e
foliculo ndo roto em ciclos observados e baixa concentragdo de progesterona na fase lutea (30).

Alguns autores relacionam aspectos hormonais das pacientes com endometriose a

segunda fase de seu ciclo que foi menor em relacdo ao grupo controle e a secregdo de



progesterona ocorreu apenas dois dias apos a secrecdo maxima do hormoénio luteinizante (LH).
Quando da realizagdo da biopsia de endométrio, nestas pacientes, cerca de 25% das pacientes
com endometriose apresentaram endométrio fora de fase e em apenas 21% a identificacdo
caracteristica de ovulagdo foi feita por ocasido da laparoscopia, contra 94% do grupo controle.
Os autores concluiram que as pacientes com endometriose apresentam alteragdes da secrecdo de
progesterona com provavel anormalidade ovulatéria. Contudo, as medidas de progesterona total,
estradiol e LH ndo foram diferentes entre os grupos (31).

A presenca da associagdo entre endometriose, hiperprolactinemia e insuficiéncia lutea
recentemente foi descrita como possivel causa de infertilidade no grupo de paciente sem dano
tubario, por uma disfungdo ovulatoria (2). Estes autores observaram que pacientes com
endometriose minima e leve apresentam alteragdes na fase folicular precoce caracterizada pela
diminui¢do dos niveis séricos de estradiol bem como pela prevaléncia de hiperprolactinemia e
insuficiéncia lutea. Os niveis séricos de estradiol foram menores e de prolactina foram maiores
em pacientes com endometriose. Pacientes com endometriose minima e leve t€m altera¢do na
secregdo de prolactina apds estimulo com hormonio tireotréfico (TRH), com deficiéncia da fase
lutea (3). Também foi demonstrado que mulheres com endometriose minima e leve apresentam
uma alteracdo da coorte folicular com uma diminui¢do da reserva ovariana medida pelos niveis

séricos do hormdnio anti-Mulleriano no 3° dia do ciclo menstrual (6).

Endometriose e reproducéo assistida

Em revisao, relacionando a endometriose e técnicas de reproducdo assistida, discutem-
se as diferencas de resposta as técnicas nos diferentes estagios de endometriose. Concluiu-se
que o sucesso de tratamento dependendo da severidade da endometriose e das alteracdes
tubarias por ela propiciadas (32). Analisando estudos de pacientes com endometriose
submetidas a técnicas de reproducdo assistida ndo foi encontradas diferengas nas taxas de
gestacdo nos diferentes estagios de endometriose, sem diferenca na resposta a ciclos de
fertiliza¢do in vitro. O progndstico reprodutivo das pacientes inférteis com endometriose néo é

relacionado ao grau de endometriose, e sim a caracteristicas da patologia ainda pouco



conhecidas (33).

Avaliando ciclos estimulados em mulheres com endometriose com o nivel de esterdides
e qualidade de embrido, a taxa de implantacdo de embrido foi menor em pacientes com
endometriose, diminuindo a taxa de fertilizagéo, levantando a controvérsia das possiveis causas,
a qualidade do embrido ou o seu ambiente. Analisando o embrido de pacientes submetidas a
fertilizac@o in vitro com e sem endometriose, ocorreu uma diferenga significativa no ntimero de
blastdmeros, que foi menor nas pacientes com endometriose quando comparadas aos seus
controles, o que pode sugerir alteragdes oocitaria, resultando em embrides com menor
habilidade de divisao celular (34).

Em estudo de caso-controle, analisando a resposta ovariana a repetidos ciclos
estimulados para fertilizagdo in vitro em pacientes com endometriose, observa-se que a
fertiliza¢do in vitro é tratamento efetivo para este grupo de mulheres, mas sdo necessarios ciclos
repetidos de tratamento para o sucesso de gestagdo. Estes autores concluiram que o grupo com
endometriose exigiu mais ampolas de FSH por ciclo, com uma diferenca ainda maior quando
realizados ciclos subseqiientes. Entretanto, a taxa cumulativa de gestagdo foi de 63.3% e 62.6%
por 5 ciclos e a taxa de nascimentos de 46.8 e 50.9%, respectivamente, entre as pacientes com
endometriose ovariana e obstrugdo tubaria, similar em ambos os grupos. Concluindo, portanto,
que a diminui¢do da resposta ovariana ao FSH ndo diminui as chances do tratamento com
fertilizagdo in vitro (35). Entretanto, recentemente, uma meta-analise demonstrou que pacientes
com endometriose tém uma diminui¢cdo de 50% na chance de ficarem gravidas apo6s fertilizacdo
in vitro se comparadas ao grupo de mulheres sem esta doenga. Os autores concluem que esta
diminui¢do ¢ em decorréncia de alteragdes oocitarias e de desenvolvimento embrionario. Se
entendéssemos melhor estas alteragdes do ponto de vista fisiologico, poderiamos propor
esquemas de indugdo da ovulacdo mais racionais e buscar otimizar os resultados nestas

pacientes inférteis com endometriose (36).

Hormonio Foliculo Estimulante

O hormonio foliculo-estimulante (FSH) ¢ um horménio primordial para a reproducao
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humana. Ele é produzido pela adenohipoéfise sendo classificado, de acordo com sua constituigcdo
quimica, como um hormoénio glicoprotéico em conjunto com o hormoénio luteinizante (LH) e o
horménio estimulante da tiredide (TSH). Esses sdo constituidos por duas subunidades
polipeptidicas denominadas alfa e beta, sendo a primeira comum aos trés hormonios sendo,
inclusive, super-expressa. A subunidade beta ¢ finamente controlada por mecanismos de
retroalimentacdo e fornece a especificidade biologica a cada um deles (37).

O FSH ¢ uma glicoproteina de 33 KDa produzido nos gonadotrofos, os quais
constituem 10% das células adenohipofisarias. Ele ¢ secretado de forma ciclica, na dependéncia
de varios mecanismos de retroalimentacdo reguladores da sua secregdo. A elevagdo dos seus
niveis na transicdo luteo-folicular é responsavel pelo processo de recrutamento folicular, ou
seja, a transformagdo dos foliculos primordiais em foliculos antrais. O FSH induz o crescimento
e a diferenciacdo das células da granulosa, estimula a atividade da aromatase, a sintese de
estradiol e a formacao de receptores de LH. A sua secrecdo pituitaria ¢ inibida pelos produtos
foliculares estradiol ¢ inibina B (37).

O gene que sintetiza o receptor do FSH esta localizado no cromossomo 2p21-16. O
receptor do FSH ¢ da familia dos receptores acoplados a uma proteina G, que ¢ a unidade
regulada pela proteina adenilato ciclase. Esta unidade fica inativa até a ligacdo do hormoénio
com o receptor. A ligacdo do FSH com o seu receptor ocorre através de ambas as subunidades,
0 que induz alteragdes conformacionais na forma espacial do hormonio. Isso produz um sinal de
transdugdo através da ativacdo da proteina adenilato ciclase intracelular e a formagdo do
segundo mensageiro AMP ciclico. O AMP ciclico por sua vez se liga a receptores protéicos
citoplasmaticos especificos, e este complexo AMP ciclico e proteina receptora ativa a proteina
quinase. A proteina quinase ¢ uma proteina citoplasmatica que existe na forma tetramérica, com
duas unidades reguladoras e duas unidades cataliticas. A ativacdo da proteina quinase pelo AMP
ciclico libera as unidades catliticas, que fosforilam residuos de serina e treonina de proteinas
celulares. As proteinas fosforiladas contém elementos que se ligam ao DNA, levando a ativagdo
da transcrigcdo génica (38).

A proteina G ¢ essencial, portanto, como sinal de transdugdo transmembrana, e o que
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vai ativar a série de eventos que culminam na sintese protéica. As proteinas G sao formadas por
subunidades B e y, que tém seletividade por ligantes especificos na membrana celular (38). O
receptor do FSH contém um extenso dominio extracelular, onde o hormonio se acopla, e uma
regido transmembrana, a qual ¢ ligada a proteina G. O dominio extracellular tem a forma
levemente curva, sendo que as subunidades o ¢ B do FSH se ligam a face interna desta parte
cOncava, através de ligacdes especificas de aminoacidos de ambas as estruturas (39).

A literatura ndo possui dados sobre os polimorfismos do receptor do FSH em mulheres
com endometriose, assim como na associacdo destes polimorfismos com a reserva ovariana ou

coorte folicular.

Polimorfismos do gene do receptor do FSH

Polimorfismos genéticos sdo pequenas variagdes que ocorrem no genoma € que
garantem as diferengas individuais. Acontecem quando sua freqiiéncia alélica acomete pelo
menos 1% da populag@o. Suscetibilidade a doencgas e caracteristicas individuais, por exemplo,
podem ser devido a pequenas alteragdes no genoma (40).

A forma mais comum desta variagdo génica se da através da substituicdo de um Unico
nucleotideo por outro (single nucleotide polymorphism — SNP), que ocorrem com uma
freqiiéncia aproximada de 1 a cada 1000 bares de base (41). Especula-se que os polimorfismos
modifiquem e regulem os sistemas de feedback enddcrinos € a agdo hormonal, resultando em
leves alteragdes inter-individuais (40). Os polimorfismos no gene do receptor do FSH podem
alterar a sua funcdo através da alteracdo de propriedades bioquimicas do produto do gene ou
alterando a atividade do promoter, a nivel transcripcional (42).

No banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), estdo
descritos mais de 700 polimorfismos no gene do receptor do FSH, sendo que apenas 5 deles sdo
nas regides codificadoras do gene (éxon) (43). Um polimorfismo bastante comum na populagao
caucasiana ocorre no éxon 10 do gene do receptor do FSH, nos codons 307 e 680 do dominio
intracelular do receptor, e correspondem a substituicdo do nucleotideo treonina pela alanina e do

nucleotideo asparagina pela serina, respectivamente (43). Até este momento os polimorfismos
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destes dois codons sdo descritos como sendo completamente ligados: treonina na posi¢ao 307
com serina na posicdo 680 e alanina com asparagina. Portanto, na maioria das pesquisas
atualmente tem se estudado apenas a posi¢ao 680 do éxon 10 (43-45).

O ¢éxon 10 ¢ fundamental para a transdugdo do sinal do receptor, porém, por
corresponder a uma por¢do do dominio intracelular do mesmo, ndo ¢ necessario para o
acoplamento do hormoénio ao receptor. Embora tal polimorfismo a priori ndo altere o
prognostico reprodutivo, uma vez que € transmitido através das geragdes, algumas diferencas
funcionais tém sido relatadas, dependendo do genoétipo apresentado. A hipotese geral ¢ de que
cada o receptor possa apresentar diferente expressdo na superficie celular, determinando
diferente interagdo com o hormoénio e diferentes mecanismos de down-regulation (43-45).

Também ja foram reportados polimorfismos na regido do promoter do gene do receptor
do FSH, porém nao foram encontradas associagdes entre os polimorfismos nesta regido e niveis
de FSH ou resposta ovariana a estimulacao (46).

Diferentes estudos buscam estimar as freqii€éncias dos polimorfismos do gene do FSH,
especialmente na populacdo infértil (43, 47-49). No entanto, as freqii€ncias gé€nicas sdo bastante

variadas conforme o local e o estudo realizado (tabela 1).

Tabela 1: Fregliéncias génicas dos polimorfismos na posicdo 680 do éxon 10 do gene do

receptor do FSH encontradas em diferentes estudos retrospectivos, em populacéo

feminina.

Autor Numero de pacientes  Serina / Serina / Asparagina /
Serina Asparagin  Asparagina

a

Mayorga, 2000, 161 26 45 29

Alemanha

Sudo, 2002, 522 12 47 41

Japao
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De Castro, 2003, Espanha 102 19 50 31
Falconer, 2005, 68 41 24 35

Suécia

Em 1999, Conway et al., ndo encontraram diferencas na freqiiéncia génica do
polimorfismo na posicdo 680 do éxon 10 em mulheres com diferengas patologias ovarianas,
como sindrome dos ovarios policisticos, resisténcia ovariana ou faléncia ovariana precoce,
sendo que a freqiiéncia do genotipo homozigoto afetado S/S ficou em torno de 40% (50).

Greb et al, em 2005, verificaram que mulheres que apresentavam esse mesmo
polimorfismo, S/S apresentaram niveis mais elevados de FSH na transi¢ao luteo-folicular e na
fase folicular inicial que as com o genotipo homozigoto ndo alterado N/N. Cabe ressaltar,
entretanto, que o nivel maximo de FSH foi observado no mesmo dia em relagdo ao dia do pico
do LH. A dindmica hormonal durante a lute6lise foi semelhante nos dois grupos, o que sugere
que a duragdo maior do ciclo nas pacientes do grupo S/S ¢é devido a uma fase folicular mais
arrastada. Os niveis maximos de estradiol foram semelhantes entre os dois grupos, sugerindo
que niveis mais elevados de FSH sdo necessarios para adquirir os mesmos niveis de estradiol e
atingir a ovulacdo nas pacientes com genotipo S/S. Estes autores ndo encontram explicagdo para
os niveis mais elevados de FSH neste grupo, supondo que exista uma resisténcia aumentada dos
foliculos ovarianos destas pacientes ao FSH. As pacientes do grupo S/S apresentaram um
nimero de foliculos antrais no inicio da fase folicular aproximadamente 20% maior. Estes
autores encontraram niveis semelhantes de fator anti-mulleriano nos dois grupos, conotando
uma reserva folicular semelhante entre eles (51).

A associagdo dos niveis basais de FSH com o genotipo ndo estd bem estabelecida.
Quando medido no terceiro dia do ciclo, alguns autores ndo encontraram diferencas entre os
niveis de FSH entre as paciente com genotipo S/S e N/N (49, 51, 52), enquanto outros as
encontraram (43, 47).

Estudos retrospectivos em mulheres que se submetem a procedimentos de reproducdo

assistida demonstraram uma sensibilidade diferenciada a gonadotrofina ex6gena dependendo do
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genoétipo apresentado. Perez Mayorga et al, 2000, encontraram que as pacientes homozigodticas
para o aminoacido serina (S/S) na posicdo 680 do gene que sintetiza o receptor do FSH
necessitaram de dose maiores de FSH que as homozigoticas para asparagina (N/N) ou que as
heterozigoticas (N/S). Embora todos os grupos apresentassem niveis basais de FSH dentro da
faixa considerada normal, as pacientes do grupo S/S apresentaram niveis basais mais altos que
0s outros grupos, indicando uma sensibilidade diminuida deste grupo ao FSH (47).

De Castro et al, 2003, encontraram uma freqiiéncia aumentada do alelo S/S entre as
pacientes com ma resposta a indug¢do da ovulacdo, que também apresentaram uma maior
tendéncia maior de cancelamento do ciclo por auséncia de resposta (48). Sudo et al, 2002,
encontraram que as pacientes com gendtipo S/S necessitaram de doses maiores de
gonadotrofina de mulher menopausada (HMG) e o nivel maximo de estradiol foi menor que nos
outros grupos (43). Daclemans et al, 2004, em pacientes submetidas a estimula¢do ovariana par
FIV, encontraram dados conflitantes em relagdo a associacdo de hiperestimulo ovariano
iatrogéncio. Estes autores encontraram uma freqiiéncia alélica maior do aminoacido serina na
posicdo 680 nas pacientes que desenvolveram hiperestimulo em relagdo aos controles, porém
encontraram um aumento da freqiiéncia alélica de asparagina nas pacientes com sintomas mais
severos (45).

Em estudo prospectivo, Behre et al, 2005, demonstraram que as pacientes com genotipo
S/S quando estimuladas com as mesmas doses de FSH que as pacientes com genotipo N/N
apresentavam pico de estradiol menor, mas que este desfecho se tornava igual se a dose de FSH
era aumentada, embora o estudo ndo tivesse poder para detectar diferencas nos desfechos

reprodutivos (nimero de oocitos, gestacdo, etc) (52).
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JUSTIFICATIVA

A literatura ndo possui dados sobre os polimorfismos do receptor do FSH em mulheres
com endometriose. Fica evidente a associacao da endometriose com infertilidade e uma relagdo
desta doenca com anormalidades ovulatorias, entretanto nada se sabe sobre o polimorfismo
genético dos receptores do FSH em mulheres com endometriose e, consequentemente, seus
efeitos na reserva ovariana.

O conhecimento destas alteragdes pode sugerir um manejo mais racional e barato das
mulheres com endometriose e infertilidade. A causa da infertilidade em mulheres com
endometriose estimula grande numero de pesquisa, especialmente, em um grupo de pacientes
como os dessa dissertagdo onde ndo ha um substrato anatomico evidente para a explicacdo da
causa da infertilidade.

Como existe um razoavel corpo de evidéncias relacionando as alteragdes do receptor do
FSH com o prognoéstico reprodutivo e funcdo ovulatéria em mulheres e, sabendo que a
endometriose pode associar-se com anormalidades ovulatorias, propomos esta pesquisa a seguir
descrita.

Esse estudo ¢ pioneiro na avaliagdo genotipica dessa populacdo. Sabendo que 14% da
populacdo feminina brasileira é infértil e necessitariamos de aproximadamente 140 mil ciclos de
fertilizagdo in vitro para tratar esta populagdo (dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) o custo para o sistema de saide com o tratamento de mulheres com endometriose,
que acomete 30% dos 140 mil ciclos é muito elevado. Contudo, se soubermos maneja-las de
forma mais racional e menos onerosa com os mesmos resultados, o sistema de satde teria um

beneficio direto muito significativo.
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HIPOTESE NULA

Pacientes com endometriose e infertilidade tém a mesma prevaléncia de homozigotos
afetados nos cédons 680 ¢ 307 no gene que sintetiza o receptor do FSH quando comparadas

com pacientes férteis.

17



OBJETIVO

O objetivo principal deste estudo é o de determinar a freqiiéncia génica dos
polimorfismos nas posi¢des 307 e 680 do éxon 10 do gene que sintetiza o receptor do FSH na
populagdo de mulheres inférteis com endometriose. Avaliaremos a troca de uma asparagina (N)
por uma serina (S) no coédon 680 (N680S). Também sera objeto de estudo a troca de uma

treonina (T) pela alanina (A) na posigao 307 (T307A).
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Abstract

Objective: Our hypothesis was that polymorphisms in the FSH-R gene are more prevalent in
infertile endometriotic women.

Design: Case-control study.

Setting: University Hospital.

Patients: Patients were divided into two groups: 50 infertile women with endometriosis and 51
controls fertile patients without endometriosis.

Interventions: PCR analysis was performed to study the prevalence, in both alleles, of the
substitution of an asparagine (N) for a serine (S) at codon 680 and the substitution of a threonine
(T) for an alanine (A) at codon 307 in the FSH receptor gene.

Main Outcome Measure: N680S and T307A polymorphisms.

Results: Among infertile endometriotic women, we found 10 homozygotic S/S and 10
homozygotic A/A. In the heterozygotic group, there were 23 N/S and 17 T/A. There were 17
patients genotypically normal N/N and 23 T/T. In the fertile control group, we found 9
homozygotic S/S and 15 A/A. In the heterozygotic, there were 25 N/S and 22 T/A. There were
17 patients with normal genotype N/N and 14 T/T. There was no statistical difference between
these groups when comparing the genotypically normal and heterozygotic groups to those
homozygotic for the polymorphism (P>0.05).

Conclusions: This pioneer study rejects the hypothetical association between endometriosis and

these genetic abnormalities of the FSH receptor gene.

Keywords: Endometriosis, Infertility, FSH receptor gene, Polymorphism
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Introduction

Endometriosis, endometrium-like tissue in sites outside the uterine cavity, affects
between 10 and 15% of women of reproductive age (1-4). These patients have a 20% greater
chance of being infertile, and 30-60% are actually infertile (2, 3, 5, 6). In 1995, some
investigators reported that endometriosis was associated with infertility in almost 80% of cases
.

The mechanism through which endometriosis causes infertility is still a matter of
debate. Immunological factors and anatomical and uterine alterations have been reported as
links between endometriosis and infertility (3, 6, 8). We have previously demonstrated that
infertile patients with endometriosis had altered prolactin secretion (9, 10), luteal phase defect
(11) and, recently, a decreased anti-Mullerian hormone level on the third menstrual day, with a
heterogeneous follicular cohort (12). In other studies, endometriosis has been associated with
ovulatory dysfunction, prolactin-level abnormalities and luteal-phase insufficiency (1, 13-15).
Functional genetic polymorphisms in patients with endometriosis were the subject of a recent
systematic review, and no single polymorphism was linked to the endometriotic patient (16).

The reproductive prognosis for infertile women with endometriosis is related to
characteristics of endometriosis other than its stage (17). Al-Azemi et al. concluded that the
endometriotic group required levels of higher follicle-stimulating hormone (FSH) per artificial
cycle, and they required even higher levels in subsequent cycles (18). A meta-analysis indicated
that endometriotic patients have a 20% lower chance of pregnancy compared to women without
endometriosis, during an in-vitro fertilization procedure. The authors concluded that this lower
chance of pregnancy was due to changes in oocyte and embryo development (19).

In addition, polymorphisms in the follicle-stimulating hormone receptor (FSH-R) gene,
which modifies the signal receptor transduction, could probably be responsible for the poor
ovarian response to FSH stimulation, causing infertility in women with endometriosis. Better
understanding of the molecular basis in these cases could contribute to a more rational use of
gonadotrophin doses and better results in the endometriotic infertile patient (19).

The gene that synthesizes FSH-R is located in chromosome 2, specifically in the region
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2p21-16. This receptor belongs to the protein G group receptors (20). Polymorphisms in the
FSH receptor gene can alter its functional status without interfering with FSH binding. Some
polymorphisms cause a conformational intracellular change that causes biochemical alterations,
while others interfere with the correct transcriptional procedures. More than 700 polymorphisms
in the FSH receptor gene are described in the National Center for Biotechnology Information
data center; however, only five of them are located in codifier regions (21).

FSH receptor gene polymorphisms have been related to abnormal ovarian response
(22). In exon 10, there are two frequent polymorphisms in the Caucasian population: the switch
of an aminoacid threonine (T) for an alanine (A) at codon 307 (T307A), and an amino acid
asparagine (N) for a serine (S) at codon 680 (N680S). These polymorphisms were described as
completely linked (23-25). They were studied in infertile women without endometriosis, and the
authors concluded that patients who are homozygotic at both codons (alanine / alanine at 307
and serine / serine at 680) have higher FSH levels during the menstrual cycle and require
increased gonadotrophin administration to induce ovulation (24, 26).

Assuming that the signal receptor transduction might be responsible for the poor
ovarian response to FSH stimulation, causing infertility in women with endometriosis, the
definition of the polymorphisms T307A and N580S is of ultimate importance. We conducted a
case-control study to evaluate the prevalence of the follicle-stimulating hormone (FSH) gene

receptor polymorphisms T307A and N580S in infertile patients with endometriosis.

Materials and Methods

Patients

For this study, peripheral blood samples were collected from infertile women with
endometriosis (case) and fertile women without endometriosis (control). All patients signed an
informed consent, as required by the protocol approved by the Research Ethics Committee of
the University Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

The cases were 50 infertile southern-Brazilian women with laparoscopically confirmed
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endometriosis, who showed no signs of pelvic inflammatory disease or anatomical
abnormalities. Infertility was defined, according to the American Society of Reproductive
Medicine, as the absence of pregnancy after one year of regular sexual intercourse without any
contraception method. The cases also did not have any male factor, according to 1992 criteria of
the World Health Organization, as a cause of their infertility. They had both ovaries, body mass
indexes of 18-35 kg/m?, regular menstrual cycles of 25-35 days and were up to 40 years old.
Day 3 serum FSH level, thyrotropin-stimulating hormone (TSH) and prolactin were collected
for cases and controls in order to exclude any endocrinological disease. Hormones were
analyzed using chemiluminescence kits (Immulite Ltd, Los Angeles, CA, USA). Endometriosis
was classified in 4 stages, according to the laparoscopic criteria defined and revised by the
American Fertility Society (27).

Fifty-one fertile southern-Brazilian women who had undergone tubal ligation for
sterilization comprised the control group. All the patients had regular menstrual cycles of 25-35
days, body mass indexes of 18-35 kg/m?, no evidence of endocrinological disease and were up

to 40 years old.

DNA Isolation and Detection of the Polymorphisms T307A and N680S

A volume of 5 ml was drawn from each subject, with EDTA added as an anticoagulant.
Genomic DNA was obtained from peripheral blood leukocytes with the DNAeasy® kit
(Invitrogen, USA) according to the manufacturer’s instructions.

The general conditions, described by Sudo et al., used for both polymorphisms were:
0.2 mM dNTP, 2.5 mM MgCl,, 1X KCI buffer, 1U Taqg DNA Polymerase, 20 pmols of each
primer and 100 ng of DNA, in a final volume of 50 uL (24). All reagents were purchased from
Invitrogen (Invitrogen, USA). All the polymerase chain reaction (PCR) reactions were

performed in an Eppendorf Personal Cycler Thermocycler (Eppendorf, Germany).

RFLP analysis of the T307A variant

The T307A variant, in exon 10 of the FSH receptor gene, was detected by the nested
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PCR-RFLP (PCR-restriction fragment length polymorphism) method. First, a 657 bp fragment
of the FSH receptor gene was amplified by PCR, using a set of primers (5 -
TCTGAGCTTCATCCAATTTGCA-3_ and 5 -GGGAAAGAGGGCA GCTGCAA-3 ) at
58°C. This PCR product (1 pL) was further amplified by a second PCR, using another set of
primers (5 -CAAATCTATTTTAAGGCAAGAAGTTGATTATATGCCTCAG-3_ and 5 -
GTAGATTCCAATGCAGAGATCA-3 ), also at 58°C. The amplified fragment of 364 bp was
digested with Bsu361 (New England Biolabs, USA) restriction enzyme. A mismatch nucleotide
was introduced in the second PCR. This mismatch and the A to G transition create a Bsu36l
restriction site, so that the second PCR fragment following Bsu36l digestion and 2.5% agarose
gel electrophoresis with ethidium bromide reveals three different patterns. Based on this RFLP
analysis, patients were classified into three groups: TT (307Thr/Thr), TA (307Thr/Ala) and AA

(307Ala/Ala) (Figure 1).

RFLP analysis of the N680S variant

The FSH receptor gene was amplified by PCR using genomic DNA as the template and
a set of primers (5 -TTTGTGGTCATCTGTGGCTGC-3_ and 5 -
CAAAGGCAAGGACTGAATTATCATT-3 ), which amplified a DNA fragment of 520 bp at
an annealing temperature of 60°C. Since the A to G transition creates an endonuclease Bsrl
recognition site, the PCR fragment following Bsrl digestion and 2.5% agarose gel
electrophoresis with ethidium bromide reveals three different patterns. Based on this RFLP

analysis, patients were classified into three groups, NN (680Asn/Asn), NS (680Asn/Ser) and SS

(680Ser/Ser) (Figure 1).

Statistical Analysis

The number of patients in each group was calculated prior to the study. There must be a
total study population of 94 patients (at least 47 in each group), to attain a study power of 90%,
a confidence interval of 95%, and a genetic frequency of 12% for serine / serine polymorphism

at codon 680 in the general population and 41% in the case group (considering the frequency of
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polymorphisms frequency reported by other authors). The Winpepi statistical package, version
1.44 was used to determine the sample size.

Descriptive statistics (mean, median and standard deviation — SD) were calculated for
each quantitative variable. Statistical comparisons between the groups were performed by the
chi-square test and Yates correction for 2x2 tables in qualitative variables. Student's t test was
performed for quantitative variables. P < 0.05 was considered significant. The statistical tests

were carried out using SPSS 14 (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS Inc., USA).

Results

A total of 101 patients were enrolled in this study. There were 50 patients infertile with
endometriosis, and 51 fertile women.

The demographic data evaluated for both groups, age and body-mass index (BMI), are
presented in Table 1. In the infertility group, 21 (42%) patients had endometriosis stage I, 18
(36%) stage 11, 4 (8%) stage III and 7 (24%) stage IV. The mean infertility time was 5.04 years
(SD £3.25 years) with a median of 4.5 years. FSH, TSH and prolactin were within the normal
range for the case and control groups.

The polymorphism A307T at exon 10 of the FSH receptor gene for the case and control
groups is shown in Table 2. There was no statistically significant difference between the groups
(P =0.80).

The same statistical analysis was conducted for codon 680. The results for
homozygotic, heterozygotic and homozygotic patients for the polymorphism N680S are shown
in Table 2. We anticipated more homozygotic patients for the polymorphism in both alleles
(serine / serine) in the infertile endometriotic group. Once again, the result was not statistically

significant (P = 0.96).

Discussion
The aim of the present study was to determine if infertile patients with endometriosis

had a higher prevalence of the homozygotic polymorphic genotype at codon 307 and at 680 than
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control fertile women. Therefore, the current data failed to demonstrate this association.

In addition, infertile patients with endometriosis had a lower body-mass index
compared to the control group. A similar proportion was reported for Korean women with
severe endometriosis, stages III and IV, when compared to stage [ and II, even when the result
was adjusted for age, parity and menstrual factors (30). In another study, the authors concluded
that women with endometriosis had lower BMI and are less-frequently obese than control
groups. However, the physiopathological basis of decreased BMI in women with endometriosis
is still a matter for investigation (31).

Serum FSH, serum TSH and prolactin levels were in normal ranges for both the cases
and controls (data not shown). With respect to normal menstrual cycle duration, our study group
was homogeneous and had no endocrinological pathology.

Functional genetic polymorphisms have been studied in endometriotic patients. A
recent systematic review of these studies found no consistent evidence linking endometriosis
with specific polymorphisms in genes encoding inflammatory mediators, proteins involved in
sex steroid metabolism, vascular function or tissue remodeling. Although a number of
polymorphisms have been associated with endometriosis in selected populations, the
associations have not been independently confirmed. This occurred either because only single
studies were carried out on these markers/genes, or because other studies reported no
association.

The most solid evidence linking specific polymorphisms to endometriosis came from
studies investigating glutathione-S-transferase (GSTT1), a detoxification enzyme. Carriage of
the GSTT1 null deletion variant showed a consistent association with endometriosis, with a
29% greater risk. The authors concluded that, to date, the evidence of an association between
genetic polymorphisms and endometriosis is weak. However, the carriage of the GSTT1 null
deletion may moderately increase the risk of this disease (16). In this important study, nothing
was said about endometriotic infertile women.

Some previous studies have estimated the frequency of the FSH receptor gene

polymorphism, especially in infertile women. Conway et al. demonstrated no difference in the
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frequency of the FSH receptor gene polymorphism at codon 680 in women with polycystic
ovarian syndrome, ovarian FSH resistance or premature ovarian failure. The homozygotic
genotype S/S was found in 40% of these patients (32).

In a recent study, a heterogenic group of infertile patients, who were S/S for the FSH
receptor gene polymorphism, had higher FSH levels at the follicular-luteal transaction. They
also had a longer follicular phase, probably because of ovarian resistance to FSH (33). The
polymorphisms at codon 680 were also studied in infertile women without endometriosis. The
authors concluded that the homozygotic patients at this codon (S/S) required a higher
gonadotrophin dosage to induce ovulation (24, 26, 28). These homozygotic patients had higher,
but not statistically significant, FSH levels during the menstrual cycle. These data suggested a
FSH resistance in the S/S group (26). However, a higher gonadotrophin dosage stimulated the
same estradiol peak in homozygotic patients compared to heterozygotic (N/S) or genotypically
normal patients (N/N) (21).

Patients included in this study had no anatomical or hormonal abnormalities or any
other explanation for their infertility, except endometriosis itself. The association between
endometriosis and infertility is unequivocal. In our group of endometriotic patients, their
infertility could be explained by a polymorphic FSH receptor gene. The polymorphism could
affect signal transduction and contribute to the patients’ infertility by interfering with ovulation.

This study included a homogeneous group of patients, in contrast to other studies that
investigated these polymorphisms in a heterogeneous group of patients who had many causes
for their infertility. In these previous studies, there were only a few endometriotic infertile
patients, and they were under-powered to draw any conclusions for this group of patients. We
utilized these articles to calculate a proper number of patients who needed to be studied, in order
to try to demonstrate the association of endometriosis and infertility with these polymorphisms.
Therefore, our study provided robust evidence that the A307T and N680S polymorphisms are
not associated with endometriotic infertile patients.

We have previously demonstrated that decreased serum estradiol levels and altered

prolactin secretion after administration of thyrotrophin-releasing hormone to infertile women
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with endometriosis are related to ovulatory dysfunction and infertility (10). Also, we studied the
physiopathology of luteal-phase defect in infertile patients with mild/minimal endometriosis,
and demonstrated that it is associated with a dysfunction of small and large luteal cells,
characterized by abnormal follicular phase (lower estradiol serum levels) and lower
progesterone luteal hormone-dependent secretion (34).

Moreover, studying infertile patients with moderate to severe endometriosis, we
concluded that they are associated with ovulatory dysfunction, as indicated by lower levels of
insulin growth factor binding protein-1 in the follicular fluid when undergoing artificial
fertilization (11). Infertile patients with endometriosis were also associated with increased
prolactin and luteal phase insufficiency. These alterations could partially explain their infertility
(9). Furthermore, we also showed that patients with endometriosis showed lower levels of anti-
Mullerian hormone and an altered follicular cohort, compared to patients without endometriosis
(12).

Genetic alterations must play an important role in infertility of endometriotic women.
We are carrying on studies to investigate the presence of pathological polymorphisms of other
important pathways that regulate human reproduction. We are investigating the polymorphism
of the luteal-hormone gene receptor and the polymorphism of the dopamine receptor. We are
also focusing on the presence of an excessive inflammatory response in patients with
endometriosis and infertility. Therefore, we are studying different ways to assist this group of
patients with a prevalent problem, in order to develop a more rational and cost-effective way to
treat women with endometriosis and infertility.

The most important problem concerning our study is the heterogeneity of clinical and
laboratory findings in endometriotic patients. Even excluding some hormonal, inflammatory or
anatomic cause for infertility; patients with endometriosis could present several immunologic
abnormalities. Our results are robust and believable; however, we are now studying different

forms of endoemtriosis presentation (ovarian, peritoneal, deep) to look for different SNP.

In conclusion, we have shown convincingly, in a pioneer study, that in infertile patient
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with endometriosis, the polymorphisms at codon 307 and at 680 of the FSH receptor gene

synthesizer are not the cause of their infertility.
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Figure 1: The 307 and 680 polymorphisms PCR.

Two PCR reactions for polymorphism at codon 307 and one at codon 680 were carried out.

Table 1: Demographic data

Table 2: Genotypic Frequencies of the T307A Polymorphism

Table 3: Genotypic Frequencies of the N680S Polymorphism
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Figure 1, Rodini et al.

PCR PCR1 PCR2
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364bp

680 307
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Table 1, Rodini et al.

Cases Controls
n=50 n=>51
Mean (SD) Mean (SD) P
Age
32.62 (£4.37) 33.57 (£5.19) 0.32
(years)
BMI
23.14 (+4.22) 25.94 (#3.98)  0.001
(Kg /m’%)
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Table 2, Rodini et al.

Polymorphism Cases Controls
N (%) n (%)
TT 23 (46%) 14 (27%)
TA 17 (34%) 22 (43%)
AA 10 (20%) 15 (30%)
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Table 3, Rodini et al.

Polymorphism Cases Controls
N (%) n (%)
NN 17 (34%) 17 (33%)
NS 23 (45%) 25 (49%)
SS 10 (20%) 9 (18%)
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CONSIDERACOES GERAIS

Conforme demonstrado por essa dissertagdo, a troca de uma asparagina por uma serina
no cédon 680 do éxon 10 do gene que sintetiza o receptor do FSH ndo ¢ mais prevalente em
pacientes inférteis com endometriose em comparagdo com pacientes férteis sem endometriose.

Da mesma maneira, foi avaliada a troca de uma treonina por uma alanina no éxon 10 do
gene sintetizador do receptor do FSH. Através dessa criteriosa dissertacdo, mais uma vez a
diferenca entre os grupos estudados ndo foi estatisticamente demonstrada.

Dessa maneira, a infertilidade em pacientes com endometriose e sem alteragcdes
anatomicas que expliquem sua dificuldade de gestar ndo deve ser atribuida pelos polimorfismos

N680S e T307A estudados ao longo dessa dissertagéo.
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PERSPECTIVAS

Acredita-se que o prognostico reprodutivo reservado de pacientes com endometriose
estaria na dependéncia de alteragdes génicas pobremente estudadas nesse grupo de pacientes.
Assim, continuaremos procurando polimorfismos em genes ligados a reproducdo humana que
poderiam explicar tal dificuldade em gestar. Para isso, estaremos conduzindo pesquisas
avaliando o impacto do polimorfismo da dopamina, do horménio luteinizante ¢ do gene que
sintetiza o hormodnio anti-mulleriano no prognodstico reprodutivo das pacientes com
endometriose. Da mesma forma, avaliaremos o impacto do polimorfismos em fatores de
crescimento, como o GDF-9 e do BMP-15 nesse grupo de pacientes.

Existem relatos da literatura correlagdo nos polimorfismos nos codons 370 e 680, sendo
descrita a completa correlagdo entre heterozigose, homozigose recessiva ou dominante desses
codons. Proporemos avaliagdo da correlagdo dos polimorfismos N680S e T370A em pacientes
com endometriose e infertilidade, sendo essa uma avaliag@o pioneira na literatura mundial.
Avaliando esse grupo de pacientes, proporemos também a correlacdo dessa associagdo com
niveis séricos de hormonio anti-mulleriano, ja que o mesmo esta comprovadamente vinculado a

mensuragdo de reserva ovariana (6).
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ANEXOS

Folha de Coleta de Dados Data / /

COD

PROTOCOLO DE COLETA DE SANGUE EM PACIENTES EM INVESTIGACAO:

GRUPO:
NOME:
IDADE:
PRONTUARIO:
PESO: ALTURA:
DUM:

PARIDADE:G__ P C A E
INFERTILIDADE (se tentativa de gestar por mais de um ano sem sucesso)
()sim ()ndo
Tempo de infertilidade:
MAC:
CICLOS MENSTRUAIS: ( )regulares ( )irregulares Intervalo (dias):
HORMONAIS: PRL

LH FSH T 17 DHEA

ACHADOS:

() endometriose ()I (H)II (HII ()IV

() aderéncias pélvicas

() pelve normal

() cromotubagem D ( )+ ()- E(O)+ ()-

() outros
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COLETADO POR:

CENTRIFUGADO POR:

Dosagens

Sangue
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Protocolo de Isolamento de DNA e Detecgdo dos Polimorfismos T307A e N680S

Coletado 5 ml de sangue periférico em tubo contento anticoagulante EDTA. O DNA
genomico foi obtido de leucocitos com Kit DNAeasy® (Invitrogen, EUA) de acordo com as
instrugdes do fabricante.

As condigdes usadas em ambos os polimorfismos foram: 0.2 mM dNTP, 2.5 mM
MgCl,, 1X de tampao de KCl, 1U de Taq DNA Polimerase, 20 pmols de cada primer e 100 ng
de DNA, em um volume final de 50 pL. Todos os reagentes foram comprados da Invitrogen
(Invitrogen, EUA). Todas as reagdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em

Eppendorf Personal Cycler Thermocycler (Eppendorf, Germany).

Analise RFLP da variante T307A

A variante T307A, no exon 10 do gene que sintetiza o receptor de FSH, foi detectada
pelo método de PCR —RFLP (PCR-restriction fragment length polymorphism).

Primeiramente, um fragmento de 657 bp do gene que sintetiza o receptor de FSH foi
amplificado por PCR, usando um jogo de primers (5 -TCTGAGCTTCATCCAATTTGCA-3 ¢
5 -GGGAAAGAGGGCA GCTGCAA-3 ) a 58°C.

Este produto de PCR (1 pL) foi posteriormente amplificado por um segundo PCR,
usando outro jogo de primes 5 -
CAAATCTATTTTAAGGCAAGAAGTTGATTATATGCCTCAG-3 e 5 -
GTAGATTCCAATGCAGAGATCA-3 ), também a 58°C. O fragmento amplificado do 364 bp
foi digerido por uma enzima de restri¢do Bsu36l (New England Biolabs, USA). Um nucleotideo
marcador foi introduzido no segundo PCR. Este marcador ¢ a transicdo A para G criaram um
local de restrigao para a Bsu36l.

Um segundo fragmento de PCR, seguindo a digestdo da Bsu36l, foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 2,5% com bromideo de etidio revelaram trés diferentes

padroes. Baseado nesta analise RFLP, os pacientes foram classificados em trés grupos: TT

(307Thr/Thr), TA (307Thr/Ala) e AA (307Ala/Ala).
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Analise RFLP da variante N680S

O gene que sintetiza o receptor do FSH foi amplificado por PCR usando DNA
genomico e um jogo de primers (5 -TTTGTGGTCATCTGTGGCTGC-3 e 5 -
CAAAGGCAAGGACTGAATTATCATT-3 ), os quais amplificaram um fragmento de DNA
de 520 pb em uma temperatura de anelamento de 60°C. A transi¢do A para G cria uma site de
reconhecimento para a endonuclease Bsrl (New England Biolabs, USA). O fragmento resultante
da digestao da Bsrl foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2,5% com bromideo de
etidio revelando trés diferentes padroes. Baseado na andlise do RFLP, pacientes foram

classificados em trés grupos: NN (680Asn/Asn), NS (680Asn/Ser) and SS (680Ser/Ser).
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