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RESUMO

Introducéo: O aumento do nivel sérico de prolactina tem sido associado com
desfechos ginecoldgicos e obstétricos desfavoraveis, entre eles a endometriose e aborto
recorrente. Sabendo que o polimorfismo do receptor da dopamina D2 (DRD2) esta
associado com hiperprolactinemia, realizamos este estudo para verificar sua associagdo
com endometriose e com abortamento de repetigdo.

Objetivos: Verificar a prevaléncia dos polimorfismos de receptores de dopamina
D2 em pacientes com endometriose peritoneal e em pacientes com abortamento de
repeticdo comparando com mulheres saudaveis.

Meétodos: Dois estudos de caso-controle foram realizados: um estudo com 107
mulheres com idade entre 18 e 35 anos que foram atendidas no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre devido a infertilidade causada pela endometriose peritoneal comparada
com mulheres saudaveis. O outro estudo foi realizado com um total de 54 mulheres com
idade entre 18 e 35 anos que tinham historia de aborto de repeticdo comparada a
mulheres férteis sem histdria de aborto. Foi realizada a extracdo de DNA de sangue
periférico, seguido de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e 0 sequenciamento dos
dois polimorfismos no exon 7 do gene receptor de dopamina D2 (DRD2). O
polimorfismo 1 ocorre no nucleotideo 3420 (Citosina para Timina, 313 Histidina), e o
polimorfismo 2 ocorre no nucleotideo 3438 (Citosina para Timina, 319 Prolina).

Resultados: A frequéncia do polimorfismo DRD2 esta aumentada em pacientes
com endometriose peritoneal moderada/grave. Anélise dos gendtipos DRD2 demonstra
uma razdo de chance de 2,98 (1,47 - 6,04; intervalo de confianca (IC) 95%) para o

polimorfismo 2 na endometriose peritoneal moderada/grave. O mesmo polimorfismo



DRD2 tem uma frequéncia alélica aumentada nas pacientes com abortamento
repeticdo com uma razéo de chance de 2,37 (1,05 - 5,36; IC 95%).

Concluséo: Nossos resultados revelam um excesso do polimorfismo DRD2 em
mulheres com endometriose peritoneal moderada-grave e em pacientes com
abortamento de repeticdo. Podemos especular que a presenca de polimorfismo 2 pode
causar um defeito no mecanismo de poés-sinalizacéo, resultando num ligeiro aumento
dos niveis de prolactina sérica. Assim, devido ao possivel potencial angiogénico, a
prolactina pode desempenhar um papel importante na implantacdo dos focos de
endometriose bem como dificuldades na implantacdo embrionaria com consequente

aborto.

Palavras-chave: Prolactina; endometriose; receptores dopamina D2;

polimorfismo; infertilidade, aborto recorrente.



ABSTRACT

Introduction: The increase of serum prolactin levels has been associated with
unfavourable gynaecological and obstetrical outcomes, including endometriosis and
recurrent abortion. Knowing that the polymorphism of the dopamine D2 receptor is
associated with hyperprolactinaemia, we conducted this study to verify its association

with endometriosis and recurrent miscarriage.

Objective: To verify the prevalence of the polymorphism of the D2 dopamine
receptor in patients with peritoneal endometriosis and recurrent abortion compared to

healthy women.

Methods: Two case-control studies were conducted of women who were
enrolled at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre: 1) a study with 107 patients with
infertility secondary to peritoneal endometriosis compared with healthy women and 2) a
second study with 54 women with recurrent miscarriage compared with fertile women
with no history of abortion. All of the women were aged between 18 and 35 years. We
performed DNA extraction from peripheral blood followed by a polymerase chain
reaction to confirm the single-strand polymorphisms and to sequence two
polymorphisms in exon 7 of the dopamine receptor D2 (DRD2) gene. Polymorphism 1
occurred in nucleotide 3420 (cytosine to thymine, 313 histidine), and polymorphism 2

occurred in nucleotide 3438 (cytosine to thymine, 319 proline).

Results: The frequency of the DRD2 polymorphism 2 was increased in the
subjects with peritoneal moderate/severe endometriosis. An analysis of the DRD2
genotypes demonstrated an odds ratio of 2.98 (1.47 - 6.04, 95% confidence interval

(C1)) for polymorphism 2 in peritoneal moderate/severe endometriosis. This same



polymorphism was increased in the subjects with recurrent miscarriage with an o

ratio of 2.37 (1.05 — 5.36, 95% CI).

Conclusions: Our results revealed an excess of the DRD2 polymorphism 2 in
exon 7 in women with peritoneal moderate/severe endometriosis and women with
recurrent miscarriage. We could speculate that the presence of the polymorphism 2
causes a defect in a post-receptor signalling mechanism, which results in a mild increase
in the serum prolactin levels. Thus, the potential angiogenic action of prolactin may
play a role in implanting ectopic endometriosis tissue as well as in embryo implantation

difficulties with subsequent abortions.

Key words: Endometriosis; prolactin; dopamine receptor D2; polymorphism;

infertility, recurrent miscarriage
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1. INTRODUCAO

A endometriose é uma doenca que afeta cerca de 10% das mulheres na menacne.
Seus sintomas prejudicam muito a qualidade de vida das mulheres por produzirem
dismenorréia, dispareunia, dor pélvica cronica e infertilidade (1-3). A dificuldade de
gestar é, talvez, o problema secundario a endometriose que mais afeta as mulheres por
dificultar um dos seus desejos mais importantes: ter filhos. Além da alteracdo anatémica
tubéria que causa infertilidade em pacientes com endometriose (3), ela também atua por
outros mecanismos dificultando a gestacdo. Isto € visto principalmente em mulheres em
que a alteracdo anatdbmica causada pela endometriose € pequena ou inexiste. O real
mecanismo pelo qual esta doenca pode associar-se a infertilidade ainda é desconhecido
devido as inimeras alteragcdes causadas por ela como: imunologicas, inflamatdrias ou

hormonais (4).

Ja demonstramos que este grupo de mulheres inférteis com endometriose tem
secrecdo e controle da prolactina alterada (5), assim como anormalidades da fase lutea
evidenciada pela disfuncdo na secrecdo de esteroides ovarianos (estrogénio e
progesterona) e concentracdao folicular de fatores de crescimento modulada de forma
andmala (6-7). Além disso, demonstramos que mulheres com endometriose minima e
leve apresentam uma alteracdo da coorte folicular com uma diminuicdo da reserva
ovariana medida pelos niveis séricos do horménio anti-mulleriano no 3° dia do ciclo
menstrual (8). Demonstramos também que a prolactina tem seu nivel sérico aumentado
de acordo com a classificacdo da endometriose e quando utilizada como marcador para
esta doenca ela é equivalente ao CA-125 tanto em sensibilidade quanto em

especificidade (9).
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Como a prolactina esta sob controle inibitério da dopamina, as alteracfes
genéticas nos receptores da dopamina nos lactotropos podem resultar em um declinio do
sinal de transducdo, e como consequéncia, perder seu efeito inibitério sobre a secrecao
da prolactina, causando hiperprolactinemia (10-14). O polimorfismo do receptor da
dopamina foi associado com alteracdo dos niveis de prolactina, seja secundaria ao uso
de certos medicamentos (12, 15), pacientes com prolactinomas (16-17) ou pacientes
com hiperprolactinemia (14). Além disso, a prolactina é reconhecida como um sinal
essencial para a iniciacdo e manutencdo de decidualizacdo (18), quando existe um nivel

alterado de prolactina, este esta intimamente relacionado com o aborto espontéaneo (19).

Sabendo que pacientes com endometriose apresentam um aumento do nivel
sérico da prolactina (5, 9, 20-23) e sendo que a causa deste aumento ainda nao é
conhecida, e que as alteragdes do nivel de prolactina podem estar associadas com
abortamento, resolvemos estudar se a presenca do polimorfismo do receptor da
dopamina poderia estar associada com endometriose e com pacientes com perdas
gestacionais de repeticdo. A procura deste achado tem como principal objetivo o melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos no aumento da prolactina em mulheres
inférteis com endometriose, bem como melhor entendimento das causas de abortamento

e a proposicao de tratamentos mais racionais e baratos, otimizando seus resultados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Base de dados da revisdo

Foi realizada uma revisdo da literatura nas bases de dados Lilacs, SciELO,
Pubmed e Embase. Para esta pesquisa foram utilizadas as seguintes palavras chave:
“endometriosis and prolactin?, “endometriosis and polymorphism”, “DRD2
polymorphism”, “endometriosis and dopamine”, “recurrent miscarriage and
endometriosis”, “miscarriage and prolactin®, “miscarriage and polymorphism”,

“miscarriage and dopamine” (Figura 1).

Palavras Chave

- Endometriosis + prolactin

- Endometriosis + polymorphism
-DRD2 polymorphism

- Endometriosis + dopamine

- Recurrent miscarriage and
endometriosis

P wN e

&

- Recurrent miscarriage + prolactin
7. -Recurrent miscarriage + polymorphism
- Recurrent miscarriage + dopamine

Lilacs Scielo Pubmed Embase

1. 4 1. 1 1. 118 1. 205
2. 0 2. 0 2. 322 2. 479
3. 0 3. 0 3. 7501 3. 945
4. 1 4. 1 4. 10 4. 137
3. 0 3. 0 3. 74 3. 58

6. 1 6. 0 6. 360 6. 421
7. 0 7. 0 7. 36 7. 316
8. 1 8. 2 8. 9 8. 28

Figura 1: Revisdo da literatura: palavras chave

Apos esta procura, foram selecionados os artigos que estavam relacionados com

os polimorfismos da dopamina, uso de agonistas dopaminérgicos, hiperprolactinemia,
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polimorfismo do receptor da dopamina D2 em pacientes com endometriose e em

pacientes com aborto de repetigéo.

2.2 Aspectos gerais da endometriose

A endometriose € definida como a presenca de tecido glandular e estroma
endometrial fora da cavidade uterina (1, 3, 24) sendo descrita pela primeira vez em 1860
por Rokitansky (25) e em 1927, Sampson foi o primeiro a caracterizar a endometriose
como uma patologia responsavel por alterac6es na pelve feminina (26). A etiopatogenia
da endometriose ainda é enigmatica e estd baseada em algumas teorias: metaplasia

celomica, implantes ectopicos e a inducéo de células multipotenciais (27).

Estima-se que 10 a 15 % da populacdo feminina apresentam endometriose (3,
28). A endometriose pode ser assintomatica, ocorrendo diagndstico, muitas vezes,
somente por ocasido da incapacidade de gestar ou outras vezes sintomatica com
mulheres apresentando dismenorréia, dispareunia e dor pélvica cronica. Devido aos seus
sintomas serem inespecificos e semelhantes a outras doencas ha um atraso medio no
diagnostico da endometriose de oito a doze anos (29-30). A associacdo entre
endometriose e infertilidade é bem estabelecida, mulheres com endometriose tém vinte
vezes mais chances de serem inférteis (31-32). Trinta a sessenta por cento das pacientes

com endometriose apresentam infertilidade associadas a esta doenca (3, 33-34).

A classificacdo de endometriose utilizada atualmente ainda é a da Sociedade
Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM) (35), entretanto € uma classificacdo
muito contestada, pois ela ndo é capaz de associar adequadamente os sintomas com o

estadiamento, seja no que diz respeito as pacientes com dor (36), a endometriose
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profunda, (37) ou infertilidade. Outros pesquisadores preferem classificar a
endometriose em profunda, ovariana e peritoneal por acreditarem que cada uma tem um
comportamento e sintomatologia diferentes (24, 38). Outro dado intrigante da
endometriose ainda ndo totalmente elucidado, é que as pacientes com endometriose
moderada ou severa que tem infertilidade apresentam claramente um substrato
anatomico para sua incapacidade de gestar, entretanto a etiologia da infertilidade das
pacientes com endometriose minima ou leve, em que o0 comprometimento tubario é
minimo ou inexiste, ndo é claramente entendido. Varios mecanismos desta possivel
etiologia sdo propostos, sem ter, até 0 momento, uma defini¢do clara a respeito (3, 31,

39).

2.2.1 Aspectos hormonais na endometriose

A endometriose foi associada com anovulacdo, desenvolvimento anormal do
foliculo com comprometimento do seu crescimento, reducdo dos niveis circulantes de
estradiol durante a fase pré-ovulatoria, perturbacdo dos padres de pico do horménio
luteinizante (LH), spotting pré-menstrual, sindrome do foliculo ndo-roto luteinizado,
galactorréia e hiperprolactinemia (32, 34, 40-42). A endometriose também foi associada
com anovulacdo em 17% das pacientes mediante um escore obtido de suas anamneses
(43). A disfuncdo ovulatéria em pacientes com endometriose foi descrita em varios
estudos e foi observada uma prevaléncia superior de foliculo ndo roto nas pacientes com
endometriose, além da presenca de insuficiéncia lutea (32, 40-42). Em um estudo
experimental com animais foi sugerido a associacdo de endometriose com infertilidade

devido a alteracéo na foliculonogénese (44).
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Pacientes com endometriose parecem ter uma secrecdo andmala de LH e
insuficiéncia latea mais prevalente (45-46). Além disso, foram encontradas alteracdes
na concentracdo sérica e no liquido peritoneal bem como na secrecdo de progesterona
em pacientes com endometriose (47-48). Esses achados nos levam a relacionar as
anormalidades enddcrinas presentes na endometriose entre elas a disfuncdo do eixo
hipo6fise-ovario, as alteracdes da luteinizacdo, a presenca de foliculo ndo roto, a baixa
concentracdo de progesterona na fase lGtea, como fatores responséveis na fisiopatologia

da endometriose (45-46).

A alteracdo da liberagdo bem como dos niveis séricos de prolactina estéo
presentes em pacientes com endometriose (5, 7). Sabemos que 30% das pacientes com
endometriose tem hiperprolactinemia (5, 7), assim como anormalidades da fase litea
evidenciada pela disfuncdo na secrecdo de esteroides ovarianos (estrogénio e
progesterona) e concentracdao folicular de fatores de crescimento modulada de forma
andmala (6). Os niveis de prolactina aumentam conforme o grau de endometriose (9,
21) tal qual o CA-125 (9, 21, 39), sugerindo que o descontrole hormonal da prolactina

parece aumentar quanto maior o grau de endometriose presente nas pacientes.

O papel da prolactina na endometriose pode ser um dos fatores importantes na
fisiopatologia da implantacdo dos focos de endometriose. Devido ao seu potente papel
como indutor angiogénico (49-50) a presenca de niveis aumentados em pacientes com
endometriose pode estar diretamente implicada na facilitacdo da implantacdo dos focos
de endometriose. Essa possivel hipdtese torna-se mais plausivel quando vimos que o
uso de agonistas dopaminérgicos causa reducao de implantes endometriais podendo ter
sua acdo por este mecanismo, ou seja, pela reducdo da prolactina sérica e consequente

diminuicdo do seu efeito angiogénico com reducdo dos focos de endometriose (51-53).
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A associagdo entre endometriose e hiperprolactinemia foi descrita como possivel
causa de infertilidade em pacientes com endometriose e sem dano tubério por causar
disfuncdo ovulatéria (5, 7) e anormalidades da fase lutea (6). Diante disto, podemos
concluir que a disfuncdo da prolactina encontrada nas pacientes com endometriose,
ainda por mecanismos nédo totalmente esclarecidos, parece atuar pelo menos como um
facilitador na implantacdo dos focos de endometriose e ter uma possivel atuacdo na
infertilidade associada a endometriose principalmente naquelas pacientes com

endometriose sem alteracbes anatdmicas tubarias importantes (5, 9, 21, 23, 54).

2.2.2 Coorte folicular e reserva ovariana na endometriose

A avaliacdo da reserva ovariana se tornou muito importante com o surgimento
das técnicas de reproducao assistida. O resultado da fertilizacdo in vitro (FIV) depende
diretamente da resposta ovariana a estimulacdo exdgena e, devido a isso, as pesquisas
de fatores prognosticos sdo muito importantes na reproducdo assistida. Os principais
fatores prognosticos sdo: idade cronoldgica (55-56), horménio foliculo estimulante
(FSH) no terceiro dia do ciclo (57), estradiol no terceiro dia do ciclo (58-59), inibina B

(60), hormdnio antimulleriano (AMH) (61-63) e contagem de foliculos antrais (64).

Em recente estudo de revisao sistematica encontrou-se que o AMH é o melhor
marcador da resposta ovariana em ciclos estimulados, quando comparado ao FSH,
estradiol, inibina B, idade e volume ovariano (65). O AMH é produzido pelas células da
granulosa dos foliculos pré-antrais e antrais pequenos. A presenca do AMH nestes
foliculos mostrou-se ser independente do FSH, revelando a sua importancia no processo

de recrutamento folicular (66).
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A possivel diminuicdo da reserva ovariana nas pacientes com endometriose vem
h& muito tempo sendo discutida. Para responder esta questdo ja realizamos um estudo
onde avaliamos os niveis de FSH, AMH e contagem de foliculos antrais nas pacientes
com endometriose. Demonstramos que pacientes com endometriose apresentam uma
diminui¢do do AMH e coorte folicular heterogénea, mas com mesmos niveis sericos de
FSH (8). Estes resultados sugerem que em pacientes com endometriose minima-leve
apresentam diminuigéo da reserva ovariana avaliadas pelo AMH. Esta alteracdo aparece
antes da modificacdo dos niveis de FSH, confirmando dados que o AMH é um melhor
preditor para reserva ovariana que o FSH (65, 67). Apesar deste achado, 0s niveis de
AMH no fluido folicular ndo estdo alterados nas pacientes com endometriose minima-
leve (68) fazendo com que ainda sejam necessarios estudos funcionais para melhor

entendimento do desenvolvimento folicular neste grupo de mulheres.

2.2.3 Endometriose e reproducéo assistida

O uso de técnicas de reproducdo assistida em pacientes inférteis com endometriose
como inseminacdo intrauterina (11U) e a FIV parece ser um tratamento efetivo para este
grupo de mulheres. O tratamento com I1IU melhora a fertilidade de pacientes com
endometriose minima-leve (39). A FIV é o tratamento adequado para pacientes com
endometriose especialmente se a funcdo tubaria é comprometida. Além disso, quando
ha outro fator associado a infertilidade como um fator masculino, ou falha terapéutica
anterior, a FIV esta indicada para aumentar a chance de gravidez (39). Entretanto, em
geral sdo necessarios ciclos repetidos de tratamento em reproducdo assistida para o

sucesso da gestacdo nas pacientes com endometriose (39).
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Pacientes com endometriose tém uma diminui¢cdo de 20% na chance de ficarem
gravidas apos FIV se comparada ao grupo de mulheres sem esta doenca (69). As taxas
de gravidez pds FIV sdo menores nas pacientes com endometriose quando comparadas a
pacientes com obstrucdo tubéria por outras causas (69-70). Dentre as provaveis
justificativas do papel da endometriose nos desfecho de reproducéo assistida encontram-
se as alteracbes oocitarias e de desenvolvimento embrionario que ainda ndo estdo
totalmente esclarecidas (69, 71-72). Outro dado importante é que em pacientes que

apresentam endometriose profunda tem uma menor taxa de gestacdo pos FIV (73).

Para avaliar os possiveis mecanismos da reducdo da taxa de gravidez em pacientes
com endometriose, a analise de dados de FIV nos programas de ovodoagdo entre
pacientes com e sem endometriose podem nos ajudar a esclarecer a influéncia da
endometriose sobre a implantacdo do embrido, qualidade oocitaria e fatores uterinos.
Alguns estudos demonstraram taxas semelhantes de implantacdo embrionaria e gravidez
nas mulheres com ou sem endometriose que participavam de programas de ovodoagéo
sugerindo que a endometriose ndo influenciaria a qualidade e a implantacdo oocitaria
(74). Em contraste, outros estudos em que pacientes com endometriose que participaram
como doadoras deram origem a embrides com qualidade reduzida e estes embrides
tiveram menores taxas de implantacdo (71-72), dados que parecem mais de acordo com

0 encontrado com a prética clinica.

Outro dado importante sobre pacientes com endometriose que realizam FIV é a
presenca de endometrioma. As pacientes que realizaram cistectomia do endometrioma
ovariano antes da FIV tiveram uma pior reposta a estimulacdo ovariana quando
comparadas as pacientes que ndo realizaram a cistectomia. Entretanto, apesar da menor
resposta a inducdo ndo houve diferenca de taxas de implantacdo e gravidez (75). De

outro lado, ocorre uma pior resposta ao estimulo com gonadotrofinas no ovario que
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apresenta endometrioma comparado com o ovéario contralateral da mesma paciente,
demonstrando que a presenca do endometrioma, por si, reduz a reposta do ovario as
gonadotrofinas (76). Estes resultados nos colocam em duvida de quando indicar a

retirada de endometrioma nas pacientes que iréo realizar FIV.

Diante deste contexto, estudos recentes apimentam ainda mais a discussdo se
pacientes devem ou ndo retirar os endometriomas antes da FIV. O AMH, sabido
marcador de reserva ovariana (61-63), foi avaliado em pacientes que foram submetidas
a resseccdo do endometrioma. Vem sendo demonstrado que ocorre uma diminui¢cdo do
AMH apds o procedimento cirdrgico sugerindo que a resseccdo dos endometriomas

influenciaria negativamente na reserva ovariana (77-79).

Percebe-se que ainda ha algumas questdes a serem respondidas sobre endometriose
e seus efeitos em reproducdo assistida, principalmente no que diz respeito a
endometriose minima e leve. Em suma, estudos ainda sdo necessarios para fornecer
evidéncias suficientes para o entendimento da subfertilidade em mulheres com

endometriose.

2.2.4 Polimorfismos e endometriose

A endometriose tem um forte componente genético, e numerosos estudos

genéticos sobre polimorfismos em pacientes com endometriose tém sido relatados (80).

Na endometriose, por ter uma influencia hormonal, varios polimorfismos nos
horménios e em seus receptores foram estudados (80). Ja foram encontradas associac6es
entre endometriose e varios polimorfismos, entre eles o polimorfismo do receptor do

estrogénio (81-83) e o polimorfismo do receptor da progesterona (84-85). Outros
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estudos, pensando na possivel alteracdo inflamatéria causada pela endometriose,
avaliaram a presenca de polimorfismos em citoquinas e sua associagdo com

endometriose (86-88).

Nosso grupo de pesquisa vem avaliando a presenca de polimorfismos em
pacientes com endometrise. Ja encontramos a associa¢cdo do polimorfismo do P53 em
pacientes com endometriose (89), mas ndo encontramos associa¢cdo dos polimorfismos

do LH (90) e do gene do receptor do FSH (91) e endometriose.

Por ser uma doenca de origem multifatorial, sdo muitas as linhas de pesquisa
sobre a endometriose, dentre elas a procura por polimorfismos vem sendo muito

estudada pois pode nos explicar melhor sobre a fisiopatologia desta doenca.

2.3 Aborto de repeticdo

O abortamento de repeticdo (AR) € uma das mais frustrantes e dificeis areas da
medicina reprodutiva porque a etiologia frequentemente é desconhecia e ha poucos
diagnosticos e tratamentos baseados em evidéncias. Classicamente de aborto de
repeticdo € definido como trés ou mais perdas gestacionais consecutivas reconhecidas
com idade gestacional menor que vinte semanas. Entretanto, alguns pesquisadores usam
algumas variacdes desta definicdo, e a Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva
define AR como duas ou mais perdas gestacionais (documentadas por ultrassonografia

ou exame histopatoldgico) (92).

Aproximadamente 15% das mulheres que engravidam terdo abortos espontaneos
esporadicos. Apenas 2% das mulheres apresentardo duas perdas gestacionais

consecutivas e somente 0,4 a 1% terdo trés perdas consecutivas (93). A prevaléncia de
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aborto é maior quanto maior a idade materna e quanto mais precoce é a idade
gestacional. O risco de aborto é de 22 a 57% em pacientes com menos de 6 semanas de
gestacdo, 15% em gestacdes entre 6 e 10 semanas e 2-3% apds 10 semanas de gestacdo
(94-95).

Casais que tiveram uma perda gestacional tem duas grandes preocupacdes: a
causa da perda e qual o risco de recorréncia. Infelizmente a causa do abortamento de
repeticdo pode ser determinada em apenas 50% dos casos. As causas de abortamento
recorrente estdo classificadas como anatdmicas, imunoldgicas, genéticas, enddcrinas,

infecciosas, trombofilicas e ambientais (96).

As anomalias congénitas uterinas estdo presentes em cerca de 15% das mulheres
com AR (97). Dentre estas, a mais comum e associada com pior sucesso reprodutivo € o
Utero septado (98). Dentre as anomalias anatdmicas ndo congénitas 0 mioma submucoso
pode impedir a implantacdo embrionaria adequada devido a sua posi¢cdo na cavidade
uterina, diminuicdo da receptividade endometrial da decidua ou degeneracdo com
aumento da producdo de citoquinas (99). Outra anomalia adquirida associada com AR
esta a sinéquia uterina por causar insuficiéncia endometrial para suportar o crescimento

feto-placentario adequado (100).

Muitas doencas autoimunes tém sido associadas com pobre desfecho obstétrico e
aborto, dentre elas a sindrome do anticorpo antifosfolipidio (SAAF). A SAAF esta
presente nos protocolos de rastreio para aborto de repeticdo e € uma das poucas
patologias causadoras de aborto que tem um protocolo de tratamento estabelecido.

Cerca de 5 a 15% das pacientes com aborto de repeticdo apresentam SAAF (101).

As anormalidades cromossOmicas estdo entras as causas mais comuns abortos
esporadicos sendo responsaveis por cerca de 50% destas perdas (102). Estas

anormalidades cromoss6micas também sdo responséaveis por uma significante propor¢do
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das pacientes com abortamento de repeticdo dentre as quais se destacam as

aneuploidias, os mosaicismos, as translocacdes, as inversoes e dele¢des (103).

Fatores enddcrinos sdo responsaveis por 15 a 60% dos AR. A progesterona é
essencial para o sucesso da implantagdo e manutencdo da gravidez, por isso, 0S
disturbios relacionados com altera¢des da producéo ou da agdo da progesterona podem
afetar o sucesso da gravidez (104). Diabetes mal controlada (105), sindrome dos ovarios
policisticos (106), doencas da tirdide mal controladas (107) e tireoidites (108) também
podem estar associadas com AR. Também se sabe que 0s niveis normais circulantes de

prolactina desempenham um papel importante na manutencéo da gestacéo inicial (109).

2.3.1 Aborto e prolactina

A prolactina tem um importante papel na reproducdo, entretanto seus reais
mecanismos de acdo ainda ndo estdo claramente entendidos. Uma circulacdo sérica
normal de prolactina parece ter um papel importante na manutencéo da gravidez inicial.
Esta hipotese é suportada por um estudo em que pacientes com hiperprolactinemia com
abortamento de repeticdo foram randomizadas e receberam ou ndo terapia com
bromocriptina (109). O tratamento para abaixar os niveis de prolactina sérica foi
associado com uma taxa maior de sucesso de gravidez (86 versus 52%) (109). Outro
estudo mostrou resultados semelhantes, nesta série cerca de 35% de pacientes com
aborto espontaneo recente tinham hiperprolactinemia ou uma hiperprolactinemia oculta
como possivel causa de sua perda gestacional. Essas pacientes apds serem tratadas com
bromocripina tiveram sucesso em manter a gestacdo numa gravidez subsequente a este

esquema terapéutico, sugerindo que alteracfes da prolactina podem ser causa de perdas
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gestacionais até entdo chamadas de inexplicadas (110). Além disso, foi demonstrada a
associacdo entre hiperprolactinemia e SAAF, que é uma causa conhecida de aborto de
repeticdo. Nestas pacientes com SAAF, a presenca de hiperprolactinemia foi associada

com falha reprodutiva e abortamento (111).

Prolactina é reconhecida como um sinal essencial para a iniciacdo e manutencdo
de decidualizacdo (18), quando existe um nivel alterado de prolactina, este esta
intimamente relacionado com o aborto espontaneo (19). No Utero ndo gravido humano,
o0 receptor de prolactina (PRL-R) foi localizado no compartimento estromal e glandular
do endométrio na metade final da fase secretora (112). Além disso, o PRL-R presente
nas células da granulosa pré-ovulatorias podem estar envolvido na coordenacgéo entre as
células da granulosa e macréfagos foliculares no processo de ovulagdo (113). Quando
ocorre a gravidez a expressdo endometrial do PRL-R € mantida e o PRL-R aparece
também na decidua, citotrofoblasto corial, trofoblasto placentario e epitélio amnidtico
(113).

O endométrio é um dos primeiros locais extrapituitario que foram relatados que
sintetizam e secretam prolactina (114-115). Alguns autores sugerem que a prolactina
endometrial (E-PRL) tem um papel importante no processo de implantacdo do embrido
(112, 116-117). Estes estudos demonstram que a PRL exerce um papel importante, mas
ainda ndo totalmente claro na reproducdo humana, demonstrando a necessidade de

novos estudos a procura da fisiopatologia deste hormdnio na reproducéo.



28

2.3.2 Polimorfismos e aborto de repeticao

O papel dos polimorfismos genéticos no AR ainda é incerto. As citocinas,
mediadores angiogénicos, e 0s hormonios estdo envolvidos em todas as fases da
reproducdo e resultado final da gravidez. Producdo inadequada ou desequilibradas
destes mediadores tém sido implicados na patogénese do aborto de repeticdo. Diante
disto, por poder causar alteracGes nestes mediadores, como 0s receptores hormonais e
inflamatorios, tem sido pesquisada a presenca de polimorfismos genéticos nestes locais

nas pacientes com AR (118).

Diferentes polimorfismos no gene que codifica o receptor da progesterona tém
sido descritos e investigados em pacientes com AR. Dois estudos sugerem uma relagédo
entre AR e polimorfismo do receptor da progesterona (119-120), entretanto outros
estudos ndo confirmaram estes achados (121-122). Outros estudos avaliaram
polimorfismos dos receptores do estrogénio em pacientes com aborto de repeticdo, mas

ainda sem resultados conclusivos (122-124).

Multiplos polimorfismos das citocinas foram associados com AR. No entanto, a
maioria dos resultados ndo foram confirmados por outros investigadores (125). Além
dos fatores hormonais e imflamatérios, a angiogénese e a vasculogénese tem um papel
de destaque na implantacdo embrionaria. Um dos mais importantes mediadores
envolvidos neste processo é o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). A
deficiéncia da expressao e a presenca de polimorfismo no VEGF foram associados com

abortamento espontaneo (126-127)

Como descrito acima, encontramos na literatura varios estudos que avaliaram a
presenca de polimorfismos nas citocinas, mediadores angiogénicos, e nos hormdnios e

seus receptores em pacientes com AR. Os resultados destes estudos sdo na maior parte
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contraditérios, e poucas associa¢fes significativas foram identificadas. Diante disto
avaliacdo rotineira da presenca destes polimorfismo ndo esta indicada em pacientes com
AR, mas seu estudo tem um papel importante na procura e no maior entendimento da

patogénese desta doenga.

2.4 Prolactina

A prolactina, horménio produzido pela hip6fise anterior, apresenta a
particularidade de que a sua liberacdo estd sob o controle inibitorio da dopamina, que
atua por acdo dos receptores do tipo D2 nos lactotrofos. A dopamina alcanca a adeno-
hipdfise do hipotalamo pelo sistema porta-hipofisario, sendo assim, qualquer disruptura

desta comunicacgéo ou disturbio deste sinal pode resultar em hiperprolactinemia (128).

Nas mulheres a prolactina esta elevada ao nascimento e decresce a baixos niveis
durante a primeira semana de vida. Retorna novamente a se elevar durante a puberdade
juntamente com o FSH e LH, porém mais modestamente. O estrogénio estimula a
secrecdo de prolactina, o que pode explicar o aumento da prolactina na puberdade.
Além disso, ocorre aumento da prolactina devido a muitas situacdes como febre,
exercicios, estresse, cirurgia e a alguns medicamentos. O maior estimulo para o
aumento da prolactina acorre na gestacdo e também durante a amamentacdo. No
homem, a hiperprolactinemia gera impoténcia sexual, por prejudicar a producdo de

testosterona e, também, pode causar aumento das mamas (ginecomastia) (129-130).

A causa mais comum de hiperprolactinemia (aumento do nivel sérico da
prolactina fora da gravidez) ndo fisioldgica é uso de medicamentos, em especial as

drogas antipsicéticas. Varios sdo 0s mecanismos pelos quais o uso de drogas pode
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aumentar a prolactina: aumento da transcricdo do gene da dopamina (estrogénios),
antagonismo ao receptor da dopamina (neurolépticos, metoclopramida, sulpirida),
deplecédo de dopamina (reserpina, metildopa), inibicdo da producéo central de dopamina
(verapamil, heroina, morfina, andlogos da encefalina), inibicdo da recaptacdo de
dopamina (antidepressivos triciclicos, cocaina, anfetamina, inibidores da monoamino-
oxidase). Dentre as causas patoldgicas, os prolactinomas, que representam o adenoma
hipofisario funcionante, sdo a principal causa. Estes podem ser divididos em
macroprolactinomas, maiores de 10 mm, e microprolactinomas e representam cerca de
40-60% dos casos de hiperprolactinemia (130).

Ja foi visto que a prolactina € um potente indutor angiogénico devido ao seu
feito pré-angiogénico nos receptores em vasos sanguineos (49-50). Como os focos de
endometriose apresentam a expressdao de receptores da prolactina (131) poderia a
prolactina, devido ao seu efeito pro-angiogénico, desempenhar um papel na facilitacdo
da implantacdo dos focos de endometriose. O uso de agonistas da dopamina,
medicamentos que causam diminui¢cdo da prolactina, também causou uma reducdo dos
focos de endometriose (51-53). Os reais mecanismos de como esses medicamentos
agem na endometriose ainda sdo desconhecidos, mas poderia ser pela diminuicdo dos
niveis de prolactina e consequentemente diminuicdo do efeito prd angiogénico da

prolactina causando diminuicdo dos focos de endometriose.

2.4.1 Prolactina e reproducao

O papel da prolactina na reproducdo ainda ndo esta totalmente esclarecido.

Foram constatados que baixos niveis de prolactina estimulam o ovario enquanto, altos
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niveis inibem a producdo de progesterona pelas células da granulosa (132-133). Além
disso, um nivel de prolactina elevado provoca anovulacdo devido a inibicdo da
pulsatilidade do LH, interferindo na funcéo hipotalamica pelo bloqueio dos receptores
estrogénicos (132-133). A sua acdo no ovario pode ser devida a diminuicdo da afinidade
do receptor do LH no corpo liteo, causando uma diminuicdo da producdo e secrecdo de
progesterona resultando ndo somente em anovulagdo, mas também numa fase lGtea

curta com maturacao folicular e do corpo liteo inadequados (5).

A prolactina desempenha um papel importante na reproducdo, pois ela age na
iniciacdo e manutencdo de decidualizagdo (18), sabemos que a alteracdo dos seus niveis
pode causar abortos esponténeos (19), e ela parece atuar no processo de implantacao
embrionaria (112, 116-117), que pode estar também prejudicado por alteracdo da
secrecdo da E-PRL (114-115). Entretanto, apesar destes conhecimentos sobre a sua
atuacdo, seus mecanismos ainda ndo estdo totalmente claros, pois vemos que a
sensibilidade ovariana a prolactina parece ser extremamente variavel, em que pequenos
niveis de elevacdo podem causar sintomas como amenorreia; e, em contrapartida, niveis

mais elevados em outro grupo de pacientes pode, simplesmente, ndo causar sintomas.

2.4.2 Prolactina e endometriose

Nosso grupo, em uma de suas linhas de pesquisa vem estudando as alteracdes da
producdo e secrecdo da prolactina em pacientes com endometriose. Ja evidenciamos que
cerca e 30% das pacientes com endometriose tem hiperprolactinemia (5, 7). Além disso,
demonstramos que este grupo de mulheres com endometriose minima-leve tem secre¢édo
e controle da prolactina alterada (5, 7), provavelmente com uma disfuncdo central da

secrecdo da PRL que ndo envolve o sistema de receptores DRD2 (7), assim como
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anormalidades da fase lGtea evidenciada pela disfuncdo na secrecdo de esteroides
ovarianos (estrogénio e progesterona) e concentracdo folicular de fatores de crescimento

modulada de forma anémala (6).

Também demonstramos que a prolactina tem seus niveis séricos aumentados de
acordo com o grau de endometriose (9), e que a prolactina apresenta uma sensibilidade
e especificidade semelhante ao CA 125 como marcador de endometriose (9). Neste
mesmo estudo encontramos que se utilizarmos a prolactina associada com o CA125
como marcadores de endometriose com um adequado cutoff (14,8 ng/mL para
prolactina e U/l 19,8 para o CA-125), que foi calculado especialmente para detectar
endometriose, temos uma sensibilidade de 77%, uma especificidade de 88% e um valor

preditivo negativo de 0,97 (9).

Niveis séricos normais de prolactina estimulam o ovario, enquanto altos niveis
produzem anovulagéo, devido a isto, a pulsatilidade do LH ¢é alterada interferindo com a
funcéo hipotalamica pelo blogueio de receptores estrogénios. As pacientes inférteis com
endometriose exibem uma hiperprolactinemia latente sendo mais evidente em pacientes
inférteis que ndo conseguem engravidar mesmo apds varios esquemas terapéuticos

(133).

Estudos in-vitro também evidenciaram alteragdes da prolactina, pois existe
producdo de prolactina pelos implantes endometriais e foi notada uma correlacdo
significativa entre a secrecdo de prolactina destes implantes endometriais com o estagio
de endometriose (134). Além disso, existe uma alteracdo na expressado nos receptores de
prolactina nos implantes endometriais, sugerindo que ha uma alteracdo na regulacéo e

expressao destes receptores nos tecidos endometriais ectopicos dos topicos (131).
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2.5 Dopamina

A dopamina é um importante neurotransmissor no cerebro produzido por um
grupo de células nervosas chamadas de neur6nios pré-sinapticos. Dentre as principais
doencas que estdo relacionas a disfuncdo de secrecdo e liberacdo da dopamina estdo
algumas patologias de desordens psiquicas como a esquizofrenia, devido ao
desbalanceamento com excesso na via dopaminérgica mesolimbica e escassez na via
mesocortical, e ao Mal de Parkinson, devido a escassez na via dopaminérgica nigro-
estriatal (135-137).

A dopamina estimula os receptores adrenérgicos do sistema nervoso simpatico e
atua sobre os receptores dopaminérgicos nos leitos vasculares renais, mesentéricos,
coronarianos e intracerebrais, produzindo vasodilatacdo. Além disso, a secrecdo de
prolactina pela hipofise é regulada pela dopamina. A dopamina secretada pelo nucleo
arcuado atua nos receptores D2 dos lactotrofos pela ativacdo destes receptores,
resultando na diminuicdo da adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e inibindo a

secre¢do de prolactina (10, 136, 138).

2.6 Agonistas dopaminérgicos

Agonistas dopaminérgicos sdo drogas que estimulam diretamente os receptores
da dopamina. Técnicas de biologia molecular permitiram conhecer, até o presente
momento, cinco tipos de receptores dopaminérgicos: D1, D2, D3, D4 e D5. Esses
receptores estdo organizados em dois grupos: o grupo D1 ou D1-like e o grupo D2 ou

D2-like. O grupo D1 esta representado pelos receptores D1 e D5; o grupo D2, pelos
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receptores D2, D3 e D4. Os pertencentes ao grupo D1 estimulam a enzima adenilato
ciclase e aumentam o nivel intracelular de AMP ciclico, enquanto os do grupo D2
inibem essa enzima e diminuem o AMP ciclico intracelular (10, 136, 138-139).

Os receptores dopaminérgicos estdo distribuidos anatomicamente em &reas ditas
principais ou de alta densidade: D1 e D2 no nucleo caudado, putamen, accumbens e
trato olfativo; D3 nas &reas limbicas, trato olfativo, accumbens, ilhas Calleja e
hipotadlamo; D4 no coértex frontal, hipocampo e accumbens; D5 no hipocampo e
hipotdlamo. Devido a localizagdo principal de D1 e de D2 no nlcleo caudado, no
putamen e no nucleo accumbens, acredita-se que esses receptores exercam um papel no
comportamento motor. Assim, a regra geral € que, estimulando os receptores D1 e D2
(acdo agonista) ocorra efeito antiparkinsoniano. A maioria dos agonistas
dopaminérgicos, eficazes como antiparkinsonianos, atua no receptor D2 (139).

Os principais agonistas dopaminérgicos atualmente disponiveis sdo a
apomorfina, a bromocriptina, o lisuride e o pergolide que apresentam algumas
diferencas entre seus perfis de acdo e efeitos colaterais. Pensa-se que estes diferentes
perfis de afinidades possam se traduzir por diferentes perfis de acdo clinica, que ainda
ndo foram consubstanciados em ensaios clinicos. Os agonistas da dopamina podem ser
classificados em ergolinicos e ndo ergolinicos (ropinirol, pramipexol). Os agonistas da
dopamina estdo indicados no tratamento sintomatico da doenca de Parkinson. A
bromocriptina e a cabergolina estdo indicadas no tratamento da hiperprolactinemia e na
supressdo da amamentacdo (10, 136, 138-139)

Os efeitos colaterais decorrem da estimulacdo dopaminérgica central ou
periférica, sendo os mais frequentes as nauseas, tonteiras, sonoléncia, hipotensao
ortostatica, alucinac@es, delirios, confusdo mental e discinesias. A bromocriptina e o

pergolide, por serem ergolineos, podem causar raros, porém sérios, efeitos adversos, tais
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como, edema dos membros inferiores, fendbmeno de Reynaud, eritromelalgia e fibroses

pleuro- pulmonar e retroperitoneal (10, 136, 138-139).

2.6.1 Agonistas dopaminérgicos na endometriose e no abortamento de repeti¢ao

Em estudos recentes, foi visto que o uso de agonistas dopaminérgicos causou
reducdo nos implantes endometriais em estudos experimentais (51-52). Além disso, em
estudo com mulheres com endometriose também houve reducao ou eliminagéo de focos
de endometriose peritoneal apds o uso de agonistas dopamineérgicos (53). Ainda ndo se
sabe qual € o real mecanismo de acdo deste medicamento na reducdo dos focos de
endometriose, mas ha algumas teorias: [1] a prolactina é um potente indutor
angiogénico (49-50), fato imprescindivel para a implantacdo dos focos de endometriose.
Como existem receptores da prolactina tanto no endométrio topico como ectopico (131)
e sabendo que ha um aumento da prolactina em pacientes com endometriose (5, 9, 20-
23) 0 uso de agonistas dopaminérgicos causaria uma reducdo dos niveis séricos de
prolactina e consequentemente uma reducdo do estimulo angiogénico e diminuicdo dos
focos de endometriose; [2] atuacdo direta do agonista dopaminérgico no foco de
endometriose, pois tanto o endométrio topico como o ectopico possuem receptores da
dopamina D2 (DRD2). Sabemos que a dopamina inibe seletivamente a permeabilidade
vascular e atividade angiogénica do VEGF o que nos leva a uma ligacdo entre dopamina
e angiogénese (140). Poderia ser entdo na atuacdo direta nos focos endometriais
ectdpicos por causar diminui¢do da angiogénese o mecanismo de acdo dos agonistas

dopaminérgicos na endometriose.
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O tratamento com o uso de agonistas dopaminérgicos também foi usado em
pacientes com abortos de repeticdo com sucesso. Apos avaliacdo das possiveis causas
de aborto de repeticdo, viu-se que 35% delas apresentavam hiperprolactinemia ou
hiperprolactinemia oculta como possivel causa de sua perda gestacional e tiveram

sucesso gestacional apds o tratamento com esta classe de medicamentos (110).

Apesar do real mecanismo destes achados ainda ndo serem totalmente
conhecidos, abre-se uma nova perspectiva para 0 uso de agonistas da dopamina como

uma alternativa de tratamento da endometriose e também para pacientes com AR.

2.7 Polimorfismos

Os polimorfismos genéticos sdo pequenas variacdes que ocorrem no genoma e
que garantem as diferencas e caracteristicas individuais bem como suscetibilidade a
doencas. A forma mais comum desta variacdo génica se da pela substituicdo de um
unico nucleotideo por outro (single nucleotide polymorphism — SNP), que ocorrem com
uma frequéncia aproximada de 1 a cada 1000 pares de base (141). SNP é uma variacédo
na sequéncia de DNA que afeta somente uma base: adenina (A), timina (T), citosina (C)
ou guanina (G); na sequéncia do genoma. Essas varia¢fes na sequéncia do DNA podem
afetar a resposta dos individuos a doengas, bactérias, virus, produtos quimicos, farmacos
pela modificacdo e regulacdo dos sistemas de feedback endocrinos, intracelular,
resultando em leves alteracdes inter-individuais (141).

O sequenciamento do genoma humano e a busca de mutacbes em condicGes
patologicas mostraram que SNPs sdo frequentes e também ocorrem nos hormdnios do
eixo hipotalamo-hip6fise assim como em seus receptores (142). Esses SNPs ocorrem

frequentemente na populacéo, estas variacfes devem ocorrer em no minimo 1% de uma
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determinada populacdo para ser considerada como um SNP. Se for inferior a 1% sera
considerado como uma mutagédo (141).

Em relacdo ao sucesso reprodutivo, apesar da alta frequéncia dessas alteracfes
genéticas (15-50%), elas ndo tém efeito deletério pronunciado sobre a funcédo
reprodutiva, pois se tivessem a evolugdo teria eliminado esses polimorfismos. A
presenca dos SNPs pode afetar ou diminuir a adequada fungdo dos mecanismos
enddcrinos ou reprodutivos ou pela mudanca das propriedades bioquimicas do produto
do gene, ou atuando na transcricdo génica modificando a atividade do mesmo (141).

O resultado dessas pequenas alteragdes genéticas pode alterar o desempenho
reprodutivo com um espectro que pode variar da funcionalidade completa a
subfertilidade (142). O estudo dos polimorfismos genéticos na endocrinologia tem uma
aplicacdo potencial na farmacogenética, visto que os estudos das variagcbes genéticas

podem levar a respostas individuais diferentes as drogas utilizadas (141).

2.7.1 Polimorfismos do gene do receptor da dopamina D2

O gene DRD2 esta localizado no cromossomo 11 no g22-q23, estende-se por
270 quilobases e possui oito éxons (143-144). Vaérios polimorfismos ja foram
identificados no gene DRD2, sendo associado a varias doencas como esquizofrenia
(145), depressdo (146), hiperprolactinemia (14), entre outras (147). Além disso, 0
polimorfismo do DRD?2 ja foi associado com sucesso reprodutivo (148).

O polimorfismo DRD2 vem sendo associado ao descontrole da liberacdo da
prolactina, seja em pacientes com adenomas de hipofise (16-17), secundario ao uso de

medicamentos (12, 15), em pacientes com hiperprolactinemia (14). Dos Vvarios
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polimorfismos no DDR2 conhecidos, dois polimorfismos neste gene foram analisados
por Hansen et al. em pacientes com hiperprolactinemia (14), ambos no éxon 7. O
polimorfismo 1 que envolve o nucleotideo 3420 (Citosina para Timina, 313 Histidina), e
o polimorfismo 2 que envolve o nucleotideo 3438 (Citosina para Timina, 319 Prolina).
Neste estudo foi encontrado um aumento do polimorfismo 1 em pacientes com
hiperprolactinemia, demonstrando uma razéo de chance de 6,77 (2,39 - 19,14; intervalo
de confianca de 95%) para presenca do polimorfismo 1 na hiperprolactinemia.

Nenhum estudo até este momento avaliou a presenca do polimorfismo DRD2 em
mulheres com endometriose. Como a presenca do polimorfismo DRD2 foi associada
com alteracdo dos niveis de prolactina (12, 14-17), e como a prolactina pode estar
relacionada com a implantagcdo dos focos de endometriose (5, 9, 21, 23, 54) devido ao
seu possivel efeito angiogénico (49-50) fomos impulsionados a realizar o estudo do
DRD2 em pacientes com endometriose na busca do melhor entendimento dos reais
mecanismos envolvidos nestas alteracdes.

Outra possibilidade do possivel papel do polimorfismo do DRD2 na
endometriose seria o efeito direto sobre o endométrio eutopico e ectopico, pois sabemos
que ambos expressam receptores DRD2 (149). Sabemos que 0 neurotransmissor
dopamina inibe seletivamente a permeabilizacdo vascular e atividade angiogénica do
VEGF em niveis ndo toxicos, revelando uma ligacdo entre o sistema nervoso e
angiogénese (140). Isto levou a idéia do uso de agonistas dopaminérgicos para terapia
anti-angiogénica (51-53, 150-151). Assim, um polimorfismo no receptor de dopamina
poderia facilitar a implantacdo do foco de endometriose devido a falha da dopamina ao
se ligar no seu receptor que esta presente nas células endometriais (149) e a falta de
resposta biolégica de reducdo da angiogénese. Um fato que corrobora com esta teoria é

que, tanto em estudos experimentais (51-52) como em mulheres com endometriose (53),
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ocorreu uma reducdo dos focos de endometriose apds a administracdo de agonistas da
dopamina. Podemos concluir através destes resultados que a administracdo de doses
elevadas de agonistas DRD2 pode ser necessaria para a fun¢do adequada deste receptor

que ndo responde adequadamente a dopamina.

2.7.2 Polimorfismos do gene do receptor da dopamina D2 e desfechos reprodutivos

Encontramos um Unico estudo que avaliou o polimorfismo no DRD2 no sucesso
reprodutivo que concluiu que o gene do receptor da dopamina D2 pode estar associado
com sucesso reprodutivo pela alteracdo da secrecdo das gonadotrofinas (148). Um dos
alelos avaliados neste estudo foi associado com concentragdes significativamente mais
elevadas de hormonio luteinizante (LH) e de hormonio foliculo-estimulante (FSH), e
concentracdes significativamente mais baixas de prolactina e menor taxas de aborto.
Esses dados sugerem que o DRD2 pode realmente estar implicado em falhas

reprodutivas atuando também no controle das gonadotrofinas e da prolactina (148).

Em nossa revisdo encontramos outros dois estudos relacionados a reproducao
que avaliaram o polimorfismo do receptor da dopamina D3 (DRD3) em mulheres com
sindrome dos ovarios policisticos (SOP). Um destes demonstrou que o polimorfismo do
DRD3 estava associado a mulheres com SOP e ao hiperandrogenismo (152), dado nao

confirmado em estudo posterior (153).

Diante da associacdo conhecida entre alteracdes dos niveis de prolactina e o
polimorfismo do DRD2 (14, 148), da influéncia da prolactina como causa de
abortamento (19), e do possivel papel dos polimorfismos do DRD2 na reproducdo

(148), achamos importante realizar o estudo sobre a prevaléncia do polimorfismo do
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DRD2 em mulheres com abortamento de repeticdo e em mulheres com endometriose

para melhor entendimento dos seus possiveis mecanismos nestas doencas.



41

3. MARCO TEORICO

A associacdo entre o polimorfismo do DRD2 e sucesso reprodutivo é um marco
tedrico importante para nossa pesquisa. A presenca deste polimorfismo e sua
consequéncia fisiolégica na angiogénese, nivel sérico de prolactina ou até mesmo
possivel acdo endometrial nos impulsionaram a pesquisa-lo em mulheres com

endometriose e aborto de repeticéo.
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4. JUSTIFICATIVA

O sucesso reprodutivo depende de inGmeras interacbes hormonais e
imunolégicas. Um dos horménios intimamente ligados ao sucesso reprodutivo é a
prolactina. Este horménio parece desempenhar um papel crucial na implantagdo
embrionaria, visto que a alteracdo de seus niveis séricos pode causar infertilidade por
anovulacdo, disfuncdo lutea ou abortamento. Como seu controle esta ligado a um
feedback negativo da dopamina, os defeitos do receptor DRD2 podem estar implicados
na alteragdo dos niveis de secrecdo da prolactina. O receptor DRD2 ja foi associado
com sucesso reprodutivo e também com hiperprolactinemia, e parece ter um papel
importante também na angiogénese, todos fatores importantes para uma implantacao
gestacional adequada, evitando abortos, bem como para formacdo de focos de
endometriose. Diante de todo este contexto, 0 uso de agonistas da dopamina que atuam
no receptor DRD2 causou reducdo dos focos de endometriose, e foi associado ao

sucesso reprodutivo em pacientes com abortamento.

Como existe um razoavel corpo de evidéncias relacionando as alteragdes do
receptor da dopamina com hiperprolactinemia, realizamos esta pesquisa com o principal
objetivo de um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na infertilidade das
mulheres com endometriose e no abortamento para a proposicdo de tratamentos mais

racionais e baratos, otimizando seus resultados.
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5. OBJETIVOS

Pesquisar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos 3420 e 3438 no
gene do receptor da dopamina D2 em mulheres inférteis com endometriose comparando

com grupo controle (mulheres férteis sem endometriose).

Pesquisar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos 3420 e 3438 no
gene receptor da dopamina D2 em mulheres com abortamento de repeticdo comparado

com mulheres férteis com mais de dois filhos e sem histdria de aborto.
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6. HIPOTESE NULA

Os genes (3420 e 3438) do receptor da dopamina ndo sdo importantes na
determinacdo de desfechos obstétricos ou ginecoldgicos desfavoraveis relacionados com

endometriose ou aborto recorrente.
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STRUCTURED ABSTRACT AND KEY WORDS

Objective: To compare the prevalence of dopamine receptor D2 polymorphisms in
patients with peritoneal endometriosis and in healthy controls.

Design: Case-control study.

Setting: University hospital.

Patients: One hundred and seven women aged > 18 years who were enrolled when
seeking care for infertility caused by peritoneal endometriosis or for tubal ligation.
Interventions: We performed DNA extraction of peripheral blood, followed by
polymerase chain reaction to confirm single-strand polymorphisms and to sequence two
polymorphisms.

Main Outcome Measures: We sequenced two polymorphisms in exon 7 of the
dopamine receptor D2 (DRD2) gene. Polymorphism 1 occurs in nucleotide 3420
(cytosine to thymine, 313 histidine), and polymorphism 2 occurs in nucleotide 3438
(cytosine to thymine, 319 proline).

Results: The frequency of the DRD2 polymorphism 2 was increased in subjects with
peritoneal moderate/severe endometriosis. Analysis of the DRD2 genotypes
demonstrates an odds ratio of 2.98 (1.47-6.04; 95% CI) for polymorphism 2 in
peritoneal moderate/severe endometriosis.

Conclusions: Our results revealed that an excess of DRD2 polymorphism 2 was found
in exon 7 in women with peritoneal moderate/severe endometriosis. The presence of
polymorphism 2 could cause a defect in a post-receptor signalling mechanism, resulting
in a mild increase in serum prolactin levels. Thus, the potential angiogenic role of

prolactin may play a role in the implantation of ectopic endometriosis tissue.
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MANUSCRIPT

Introduction

Endometriosis has been associated with a mild increase in prolactin levels (1-5).
The reasons why patients with endometriosis have a mild hyperprolactinaemia remain
uncertain; however, one of the mechanisms whereby prolactin could contribute to the
pathogenesis of endometriosis is through its powerful induction of angiogenesis (6) by
prolactin that may induce or maintain endometriotic lesions (7).

Pituitary prolactin secretion is regulated by endocrine neurons in the
hypothalamus. The most important neurons in this process are the neurosecretory
tuberoinfundibulum neurons of the arcuate nucleus, which secrete dopamine to act on
the dopamine D2 receptors of lactotrophs, inhibiting prolactin secretion. There are two
subfamilies of dopamine receptors, D1 and D2, which have differential effects on
adenylyl cyclase. The dopamine D1 receptors (DRD1) stimulate adenylyl cyclase
activity, whereas D2 receptors (DRD2) decrease adenylyl cyclase. In the
adenohypophysis, the predominant dopamine receptor is the D2 receptor (8-9). Thus,
the activation of the DRD2 gene results in a decrease in intracellular cAMP and inhibits
prolactin secretion (10).

Any factor that disrupts the delivery of dopamine to the anterior pituitary and
subsequently disturbs signal transduction may result in hyperprolactinaemia (8). For
example, patients with prolactinomas that are resistant to dopamine have a decrease in
DRD?2 density on the lactotroph cell surface (11). In addition, variants of the DRD2
gene seem to influence the propensity for antipsychotic-induced hyperprolactinaemia

(12-13). DRD2 is a G-protein coupled receptor with two alternate protein isoforms, and
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one isoform contains 29 extra amino acids. These additional amino acids are present in
the third intracytoplasmic loop, where the receptor interacts with G proteins (14). The
two DRD?2 isoforms might interact with different G proteins and thereby initiate distinct
intracellular signals (15). Altered distribution of these isoforms may alter signal
transduction and could result in decreased signal transduction, which could be caused
by the presence of a polymorphism in the receptor and the subsequent increase in
prolactin (10, 16).

Based on this association between hyperprolactinaemia and endometriosis, we
have decided to evaluate two DRD2 polymorphisms that are associated with
hyperprolactinaemia (16) to determine the frequency of these polymorphisms in infertile
women with endometriosis and to compare the results with those of healthy patients

(controls).

Materials and methods

Design

A case-control study was performed on 107 women aged > 18 years seeking
tubal ligation or treatment for infertility at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul.
Subjects

Fifty-eight patients who underwent laparoscopy due to infertility and who
presented with biopsy-confirmed peritoneal implants and met the criteria for
minimal/mild (N=32) or moderate/severe (N=26) endometriosis according to the
classification proposed by the American Society for Reproductive Medicine (17) were

enrolled. Infertility was defined as the inability to achieve pregnancy after one year of
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regular unprotected sexual intercourse (17). The control group consisted of 49 fertile
patients who underwent laparoscopy for tubal ligation and were endometriosis-free. The
same surgical staff performed all endoscopic procedures.

Exclusion criteria included the following: autoimmune disease, coexistence of
other causes of infertility, deep or ovarian endometriosis, having used any hormonal
medication in the 3 months before surgery, and clinical evidence of hypogonadism,
amenorrhea or irregular cycles. Other causes of infertility were excluded by
hysterosalpingraphy, semen analysis and measurements of serum follicle-stimulating
hormone and thyroid-stimulating hormone levels on the third day of the menstrual
cycle. Laparoscopy was performed during the first phase of the menstrual cycle in all
patients.

Ethical approval

All participants signed an informed consent form. The study was approved by
the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Institutional Review
Board equivalent).

Detection of polymorphisms in the DRD2 gene

Blood samples were collected in EDTA tubes through venepuncture, and DNA
was extracted with a commercial kit (Easy DNA, Invitrogen, Paisley, UK). Exon 7 of
the DRD2 gene was amplified as described by Hansen et al. (16) using the following
primers: Forward (5° ATGGGTGGCTGATGCCTGGG 3°) and Reverse (5’
GGTCTTTGGCATGCCCATTCT 3°). In brief, amplification was performed in a Veriti
thermal cycler (Life Technologies) at an annealing temperature of 62°C, using 20 pmol
of each primer, 0.5 U Tag DNA Polymerase, 2 mM dNTP and 1.5 mM MgCI2 (all
reagents from Invitrogen, Paisley, UK). Amplification was confirmed by the presence of

a band on a 1.5% agarose gel.
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PCR products were purified with Exo-Sap-IT (GE Healthcare) and subjected to
automated sequencing in an ABI 3100 (Life Technologies) using BigDye Terminator
v.3.0 (Life Technologies, California, USA). For sequencing, 4 pl of purified PCR
product, corresponding to 30-50 ng as estimated by visual inspection with a Low Mass
Ladder (Invitrogen, Paisley, UK), were used with 3.2 pmol of the forward primer. The
results were compared with the reference sequence from GenBank (NCBI) found under
the accession number NM_000795.3.

Statistics

The necessary sample size in each group was calculated prior to the study based
on the prevalence of the DRD2 polymorphism in healthy patients and in patients with
hyperprolactinaemia (16). As we previously reported, approximately 30% of women
with endometriosis have hyperprolactinaemia (1). Furthermore, we estimated that the
largest difference in the prevalence of the DRD2 polymorphism between endometriosis
and control groups should be 10%. This calculation was performed using the WinPepi
statistical package 10.0 to attain a study power of 80% and a confidence interval of 95%
(18).

The computation of sample sizes uses formula 22 in Sahai and Khurshid (19).
The approximate expected length of the confidence interval L* is computed by the
following formula, which is an adaptation of the formula provided by Bristol (20): L* =
2z\[Pa(1 - Pa) / Na + Pb(1 — Pb) / Nb] + 1 / Na + 1 / Nb (where: z = is the normal
standard deviation for the alpha/2 level of significance; Pa and Pb = the postulated
proportions in groups A and B; and Na and Nb = the required sizes of samples A and
B).

Data with a normal distribution, as determined by one-way analyses of variance

(ANOVA), were used to compare means. If a significant overall difference was found,
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the post-hoc Bonferroni test was used for multiple comparisons. The Kruskal-Wallis test
was used for non-parametric data.

Statistical analyses to determine the association between the polymorphisms
were performed using the Chi-Square test and the Monte Carlo method of performing
multiple simulations assuming that the null hypothesis is correct with fixed marginal
values. The marginal values were determined from experimental data. This method
determines an empirical P value for the observed data. Observed numbers for each
genotype were compared with expected values to test whether the sample was in the
Hardy-Weinberg equilibrium using the Chi-Square test with one degree of freedom.

Statistical significance was set at P < 0.05. The statistical tests were performed

with the Statistical Package for the Social Sciences 16 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Results

Demographic data are presented in TABLE 1. The mean ages and weights were
similar among the three groups. As expected, the mean number of pregnancies were
higher in the control group. In contrast, the mean prolactin and median CA-125 levels
were higher in both endometriosis groups.

The polymorphisms in the dopamine receptor D2 (DRD2) gene are shown in
TABLE 2. Testing for the Hardy-Weinberg equilibrium using the Chi-Square test
demonstrated a P=0.50 for polymorphism 1 and P=0.63 for polymorphism 2.

The genotype and allele frequencies for DRD2 polymorphism 1 and
polymorphism 2 are presented in TABLE 3. Analysis of the DRD2 genotypes
demonstrates an odds ratio of 2.98 (1.47- 6.04; 95% confidence interval) for

polymorphism 2 in peritoneal moderate/severe endometriosis.
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Moreover, to ensure that our results were not due to chance, we recalculated the
power of our sample based on our results and found the study to be adequately powered

(power: 90.94%).

Discussion

Our results indicated an excess of the DRD2 polymorphism 2 in exon 7 in
women with peritoneal moderate/severe endometriosis. To the best of our knowledge,
our data demonstrate for the first time that a molecular defect in the DRD2 gene or in its
secondary messengers that ultimately releases lactotrophs from tonic inhibition is an
attractive hypothesis to explain the development of hyperprolactinaemia in women with
endometriosis.

We evaluated whether dopamine receptor D2 polymorphisms 3420 and 3438 are
associated with endometriosis because previous authors suggested that these variants of
the DRD2 genotype might contribute to hyperprolactinaemia (12, 16) and because
patients with endometriosis have mild hyperprolactinaemia (1-5). Other studies have
shown that polymorphisms have been associated with endometriosis (21-23); however,
none of these studies evaluated the dopamine receptors.”

DRD?2 encodes the D2 subtype of the dopamine receptor. This G-protein coupled
receptor inhibits adenylyl cyclase activity (8-9). The DRD2 polymorphisms have been
associated with diseases including schizophrenia (24), hyperprolactinaemia (10, 16, 25)
and major depressive disorder (26-27). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the
most common polymorphisms in the human genome, and the majority of these are
silent. Silent SNPs may be associated with a disease or may cause a subtle molecular

alteration in phenotype (28).
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Based upon this finding, there are two potential explanations for the presence of
the DRD2 polymorphism in patients with endometriosis. First, we know that prolactin is
a angiogenic inducer (29), and we also know that there is mild hyperprolactinaemia in
patients with endometriosis. The polymorphism of the dopamine receptor could
decrease inhibition of prolactin production, ultimately resulting in the elevation of
prolactin levels. This increase could facilitate the deployment of endometriosis due to
its angiogenic effect, which may also act on the prolactin receptor in endometrial tissue
(30). Thus, the mechanism by which occurred reduction of endometriosis after use of
dopamine agonists (7, 31-32) could be through its action the inhibition of prolactin
secretion and consequent reduction of its angiogenic action.

Another possibility is a direct effect on eutopic endometrium and endometriotic
lesions because it has been demonstrated that both tissues express DRD2 receptors (33).
We know that the neurotransmitter dopamine selectively inhibits the wvascular
permeabilizing and angiogenic activity of VEGF at non-toxic levels, revealing a new
link between the nervous system and angiogenesis (34). This led to the idea to use
dopamine agonists for anti-angiogenic therapy (7, 31-32, 35-36). Thus, a polymorphism
in the dopamine receptor could facilitate the implantation of endometriosis due to the
failure of dopamine to bind to its receptors present in endometrial cells (33) and the
failure of the biological response to reduced angiogenesis. Indeed, we can speculate
about a biological system in which this retroalimentation occurs. A fact that
corroborates this theory is that both in experimentally induced endometriosis (7, 31) and
in patients with endometriosis (32), there is a reduction in endometriosis after the
administration of a dopamine agonist. Therefore, the administration of high doses of
DRD?2 agonists could be necessary to restore adequate function to those receptors which

do not respond accordingly to dopamine.
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These same DRD2 polymorphisms were studied in patients with
hyperprolactinaemia; however, the polymorphism that we detected in the dopamine
receptor (an excess homozyogosity for polymorphism 2) were not the same as those
found in patients with hyperprolactinaemia (an excess homozyogosity for
polymorphism 1), suggesting that the defect in the downstream target may not be the
same in both diseases (16). However, this difference does suggest that these
polymorphisms may be linked to changes in post-receptor signalling mechanisms,
resulting in an altered function of lactotroph or endometrial cells (16, 33).

One possible bias of this study is the fact that SNPs have a very wide variation
between different ethnic populations. The polymorphism found in our study suggests a
possible pathophysiology for endometriosis by altering intracellular signal transduction
mechanisms and neoangiogenesis; however, these polymorphisms do not behave the
same way in different populations. Nevertheless, this potential mechanism should be
explored further in relation to the treatment of endometriosis with dopamine agonists.

The described polymorphisms might somehow affect the interaction between the
DRD?2 and dopamine; in this context, the use of a dopamine agonist would not have any
relevant effect for these groups of patients (moderate/severe endometriosis). However,
the use of high doses of dopamine agonists may cause an increase in the number of
receptors (33) that can properly make the post-receptor signalling mechanism work with
this compensation, despite the presence of polymorphism. To better clarify the effects of
our findings on this group of patients, in particular, to clarify if the described
polymorphisms might affect the interaction between the DRD2 and dopamine or if there
is some interaction between DRD2 and some related downstream molecules, we need

perform a functional study.
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Although our results show an increase in DRD2 polymorphisms in patients with
moderate-severe endometriosis, we also found higher serum prolactin levels in patients
with minimal-mild endometriosis. One explanation for this finding may be that there are
other mechanisms associated with this increase. Furthermore, we previously showed
that a central prolactin secretion dysfunction exists in patients with endometriosis that
does not involve the DRD2 receptor system in patients with mild/minimal
endometriosis (37). In fact, we included only mild/minimal endometriosis in the former
paper. Therefore, this finding is confirmed here, as we have presented only those
patients with moderate/severe endometriosis with a demonstrated association with
DRD2 polymorphism. Another possibility is that there are other polymorphisms that
have yet to be assessed. Differences in eutopic endometrium between different stages of
endometriosis (mild versus severe) suggest that they have different functional
capabilities (38). Furthermore, a recent study suggests that deep endometriosis is not a
progressive disease (39-40). Thus, we question whether endometriosis is a progressive
disease or a syndrome with different clinical and laboratory presentations, and,
consequently, a variability of physiological (and genetic) backgrounds.

One of the main challenges in the management of endometriosis is that the
disease presents different clinical manifestations with three distinct phenotypes: ovarian,
peritoneal and deep (41-42). As a result, to homogenise our sample and to exercise
caution in extrapolating data, we selected only infertile patients with peritoneal
endometriosis and excluded patients with deep or ovarian endometriosis.

To conclude, we detected an excess of DRD2 polymorphisms in patients with
peritoneal moderate/severe endometriosis, and our results may be related to
pathophysiology for the potential use of dopamine agonists as an alternative treatment

for endometriosis.
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TABLE 1
Demographic characteristics (mean+SD)

Control  Minimal/Mild Moderate/Severe

Mil EVe p P
Parameter  group  endometriosis  endometriosis 2o
N =49 N =232 N=26

Age

o) 329452  32.3t45 32.244.3 79

BMI ¢

(gmy 260846 240150 24.3+4.1 01 .02

Pregnancy <.01°

g 4.02¢1.78  0,44+1.31 068+137 <01 <o

Weight o0 31140  63.0+12.7 65.8+11.3 20

(Kg)

'(*rs)'ght 1.59+0.06  1.62+0.05 1.63£005 <01 <o01°
<OleC

CA-125°  14.0+6.8 53.4+121.8 37.74364  <01° ol

Prolactin <.01°

b 89441  14.845.6 17.4¢109 <01 C s

= ANOVA

®Post Roc test: Bonferroni

“Minimal/Mild endometriosis versus control group

4 Moderate/Severe endometriosis versus control group
¢ Mann-Whitney test

"BMI: Body Mass Index
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TABLE 2
Polymorphisms in the Dopamine Receptor D2 gene
Polymorphism  Region Nucleotide Position P%(;?tki)(?n
1 Exon7 CACCA(C/T)GGTCT (3420; C*to T°) 313, Histidine
2 Exon7 ACTCC(C/IT)GACAG (3438; C*to T°) 319, Proline
4C: cytosine

°T: thymine
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TABLE 3
Genotype and allele frequencies of DRD2 polymorphisms
DRD2 Genotypes Alleles
Polymorphism Population studied N n (%) n (%) n (%) Pvalue®  n (%) n (%) OR (95% CI) P value
1 cC CT TT ct T®
(3420; Cto T) Minimal/Mild endometriosis 32 15(46.9) 12(37.5) 5(15.6) 42 (65.6) 22 (34.4)
Moderate/Severe endometriosis 26 13 (50.0) 13 (50.0) 0(0.0) 243 39 (75.0) 13(25.0) .238
Controls 49 20(40.8) 20(40.8) 9(18.4) 60 (61.2) 38 (38.8)
2 cC CT TT ct T®
(3438; Cto T) Minimal/Mild endometriosis 32 10(31.3) 14(43.8) 8(25.0) 34 (53.1) 30.0(46.9) 2.33(1.09-4.98) .027°
Moderate/Severe endometriosis 26 2 (7.7) 13(50.0) 11(42.3) .048 17 (32.7) 35(67.3) 2.98(1.47-6.04) .002°
Controls 49 17 (34.7) 24 (49.0) 8(16.3) 58 (59.2) 40 (40.8)

# Monte Carlo test

® Moderate/Severe endometriosis versus control group

¢ Moderate/Severe endometriosis versus Minimal/Mild endometriosis
4C: cytosine

*T: thymine
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9. ARTIGO 2: Recurrent Miscarriage is associated to dopamine receptor (DRD2

3438) genotype
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2. ABSTRACT

Study question: To evaluate patients with recurrent miscarriage for the presence of
dopamine receptor D2 (DRD2) polymorphisms.

Summary answer: An excess homozygosity in exon 7 of the DRD2 polymorphism
suggests a genetic predisposition to recurrent miscarriages. The presence of the DRD2
polymorphism could cause a defect in a postreceptor signalling mechanism, such as a
somatic inactivating mutation in a G1 protein, which could result in a mild serum
prolactin increase. Thus, because of the potential role of prolactin in reproductive
regulation, this polymorphism could play an important role in early pregnancy
implantation and pregnancy maintenance.

What is already known: Normal circulating levels of prolactin may play an important
role in maintaining early pregnancy and the DRD2 polymorphism was associated with
reproductive outcomes.

Study design, size, duration: Fifty-four women were enrolled in this case control
study. They were divided into two groups: recurrent miscarriage and healthy women
with two or more successful pregnancies and no abortions.

Participants/materials, setting, methods: We performed the DNA extraction from
peripheral blood, followed by a polymerase chain reaction to confirm single-strand
polymorphisms and to sequence two polymorphisms in exon 7 of the DRD2 gene.
Polymorphism 1 occurs in nucleotide 3420 (cytosine to thymine, 313 Histidine) and
polymorphism 2 occurs in nucleotide 3438 (cytosine to thymine, 319 Proline).

Main results and role of chance: The frequency of DRD2 polymorphism 2 was
increased in the subjects with recurrent miscarriage. An analysis of the DRD?2

genotypes demonstrated an odds ratio of 2.37 (1.05 - 5.36, 95% confidence interval) for
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the polymorphism 2 in recurrent miscarriage. The mean of the serum prolactin level was
higher in the patients with recurrent miscarriage (12.5 ng/ml) than in healthy women
(8.1 ng/ml) P=0.03.

Limitations, reasons for caution: A potential bias of the study is the fact that SNPs
have a wide variation between different ethnic populations.

Wider implications of the findings: Our results support the need for further functional
research into the potential role of the DRD2 receptor in embryo implantation and
successful pregnancies.

Study funding/ competing interest(s): We are grateful for the financial support
provided by the Fundo de Incentivo a Pesquisa (FIPE), Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, Brazil. The authors report no conflicts of interest.
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4. INTRODUCTION

Embryo implantation and successful pregnancy involve a series of physiological
changes and highly co-ordinated chance interactions in the uterus and ovaries/corpus
lutea of women (Egli et al., 2010). Recurrent miscarriage (RM) is one of the most
frustrating and difficult areas in reproductive medicine because the aetiology is often

unknown and there are few evidence-based diagnostic and treatment strategies.

Approximately 15% of pregnant women experience the sporadic loss of a
clinically recognised pregnancy. Just 2% of pregnant women experience two
consecutive pregnancy losses (Salat-Baroux, 1988). Although RM is an important
problem in women’s healthy, there are many unsolved questions regarding its aetiology,
evaluation and management (Cook and Pridham, 1995). The general aetiological
categories of RM include anatomic, immunological, genetic, endocrine, infection,
thrombophilic and environmental factors (ASMR, 2008; Kallen and Arici, 2003;

Lessey, 2011; Paulson, 2011).

Prolactin seems to play an important role in the implantation and subsequent
placentation of the human endometrium (Jabbour and Critchley, 2001; Jabbour et al.,
1998; Jones et al., 1998) and recurrent spontaneous miscarriage has been associated
with abnormal serum prolactin values (Bussen et al., 1999; Hirahara et al., 1998).
Moreover, prolactin is recognised as a crucial signal for the initiation and maintenance
of decidualisation (Qiu et al., 2002). The activation of the dopamine receptor DDR2 in
lactotrophs results in a decrease in intracellular cAMP and inhibits prolactin secretion

(Nilsson and Eriksson, 1992). Genetically altered dopamine receptors in lactotrophs
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could result in a decreased signal transduction with enduing hyperprolactinaemia

(Hansen et al., 2005; Nilsson and Eriksson, 1992).

The DRD2 polymorphism has been associated with numerous other diseases,
such as schizophrenia, bipolar disease, alcoholism, mood disorders,
hyperprolactinaemia and Parkinson's disease (Wong et al., 2000). Previous studies have
suggested that variants of the DDR2 genotype may contribute to hyperprolactinaemia
(Calarge et al., 2009; Hansen et al., 2005) and anovulation and were associated with

reproductive success (Legro et al., 1994).

Based upon this association between altered prolactin and abortion, the purpose
of this study was to evaluate the frequency of the DRD2 polymorphisms in women with

recurrent miscarriages and to compare these results with those of healthy patients.

5. MATERIALS AND METHODS

Design/Patients

A case control study of 54 women who were enrolled at the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, Porto Alegre, was performed. Only 51 of the 54 patients were admitted
to the study. They were divided into two groups: recurrent miscarriage (RM, n= 20) and
controls (C, n=31).

The RM group was defined by a history of least two spontaneous miscarriages
(ASMR, 2008) prior to the 20th week of gestation (ectopic, molar and biochemical
pregnancies were not included). The inclusion criteria were as follows: aged between 18
and 35 years with two or more spontaneous miscarriages, normal anatomy of the genital

tract as determined by ultrasonography, hysterosalpingography, hysteroscopy and
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laparoscopy, a history of regular menstrual cycles ranging from 25 to 32 days, ovulatory
cycles determined by serum progesterone in the late secretory phase and normal
screening in days 3 - 5 of the cycle for FSH (<10 mIU/ml), LH, 17p-estradiol, thyroid-
stimulating hormone (TSH), serum PRL (<20 ng/mL) and progesterone. The exclusion
criteria comprised known miscarriage causes, such as uterine pathologies, chromosomal
anomalies and autoimmune diseases. Three women were excluded from the study. One
patient from the RM group had previously delivered between abortions; one patient had
irregular menstrual cycles and another had an endometrial polyp revealed by

hysteroscopy.

The control group comprised 31 fertile patients aged between 18 and 35 years
with two or more successful pregnancies and no previous abortions and a history of
regular menstrual cycles ranging from 25 to 32 days. All patients in control group

underwent laparoscopy for tubal ligation.
Ethical approval

All participants provided informed written consent. The study was approved by
the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Institutional Review

Board equivalent).
Detection of polymorphisms in DRD2 gene

The blood samples were collected in EDTA tubes through venepuncture and
DNA was extracted with a commercial kit (Easy DNA, Invitrogen, Paisley, UK). Exon
7 of the DRD2 gene was amplified as described by Hansen et al. (Hansen et al., 2005)
using the following primers: Forward (5° ATGGGTGGCTGATGCCTGGG 3’) and
Reverse (5° GGTCTTTGGCATGCCCATTCT 3°). In brief, amplification was

performed in a Veriti thermal cycler (Life Technologies) at an annealing temperature of
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62°C, using 20 pmol of each primer, 0.5 U Tagq DNA Polymerase, 2 mM dNTP and 1.5
mM MgCI2 (all reagents from Invitrogen, Paisley, UK). Amplification was confirmed

by the presence of a band on a 1.5% agarose gel.

PCR products were purified with Exo-Sap-1T (GE Healthcare) and subjected to
automated sequencing in an ABI 3100 (Life Technologies) using BigDye Terminator
v.3.0 (Life Technologies, California, USA). For sequencing, 4 ul of purified PCR
product, which corresponded to 30-50 ng as estimated by a visual inspection with a Low
Mass Ladder (Invitrogen, Paisley, UK), were used with 3.2 pmol of the forward primer.
The results were compared with the reference sequence from GenBank (NCBI) that

were found under the accession number NM_000795.3.
Statistics

Based on a previous study of these polymorphisms in patients with
hyperprolactinaemia (Hansen et al., 2005) and the presence of hyperprolactinaemia in
patients with recurrent miscarriage (Perks et al., 2003), the sample size of each group
was calculated prior to the study; using WinPepi statistical package 10.0 (Abramson,
2004), we required a minimum of twenty patients per group to attain a study power of
80% and a 95% confidence interval (CI). Data with normal distribution were analysed
using Student’s t-test for independent samples and Levene’s test for equality of
variances. Statistical analyses for the association between the polymorphism were
performed using Chi-Squared tests and the Monte Carlo method to perform multiple
simulations, assuming the null hypothesis was correct with fixed marginal values. The
marginal values were determined from experimental data. This method determines an

empirical P value for the observed data. The observed numbers of each genotype were
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compared with those expected to test whether the sample was in Hardy-Weinberg

equilibrium using the Chi-Squared test with one degree of freedom.

Statistical significance was set at P < 0.05. The statistical tests were performed

using the Statistical Package for the Social Sciences 20 (SPSS Inc., Chicago, IL).

6. RESULTS

The demographic data are presented in TABLE I. The mean serum prolactin

level was higher in the recurrent miscarriage group.

The polymorphisms in the dopamine receptor D2 (DRD2) gene are presented in
TABLE Il. The test the Hardy-Weinberg equilibrium using the Chi-Squared test,

P=0.40 for polymorphism 1 and P=0.33 for polymorphism 2.

The genotype and allele frequencies for DRD2 polymorphism 1 and
polymorphism 2 are presented in TABLE IIl. An analysis of the DRD2 genotypes
demonstrated an odds ratio of 2.38 (1.05 - 5.35, 95% CI) for the polymorphism 2 in the

recurrent miscarriage group.

7. DISCUSSION

Our results revealed an excess homozygosity in exon 7 the of DRD?2
polymorphism 2 in women with recurrent miscarriage. An attractive hypothesis for the
development of recurrent miscarriage would be a molecular defect in the DDR2 or in its

secondary messengers that release the lactotrophs from tonic inhibition causing an
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uncontrolled secretion of prolactin and damaging embryo implantation. We also found
that the mean serum prolactin level was higher in patients with recurrent miscarriage
than healthy women.

Although we have not conducted a functional study of the role of DRD2
polymorphism in patients with RM, we found that these patients have higher serum
prolactin levels than healthy patients. This result implies that the presence of the DRD2
polymorphism could cause an uncontrolled secretion of prolactin, which could damages
embryo implantation and consequently leads to miscarriage.

The role of prolactin in implantation and subsequent placentation in the human
endometrium has been studied by several authors (Li, 2012; Perks et al., 2003; Qiu et
al., 2002; Vlahos et al., 2001). Prolactin is recognised as a crucial signal for the
initiation and maintenance of decidualisation (Qiu et al., 2002); unusual levels closely
relate to spontaneous abortion (Li, 2012). Study has show that 36.8% of patients with
recurrent miscarriages had prolactin disorders (hyperprolactinaemia or occult
hyperprolactinaemia). After being treated with a D2-dopamine agonist, these patients
had maintained their pregnancies. Prolactin may also contribute to early corpus luteum
formation and survival by acting as a potent antiapoptotic factor on the steroidogenesis

of human luteal tissue (Perks et al., 2003).

In the non-pregnant human uterus, prolactin receptor (PRL-R) has been localised
in the estromal and glandular compartments of the mid- to late secretory phase
endometrium (Jones et al., 1998). Some studies have shown that PRL-R in preovulatory
granulosa cells may be involved in the coordination between granulosa cells and
follicular macrophages in the ovulation process (Vlahos et al., 2001). If pregnancy
occurs, then PRL-R expression is maintained and localised to the decidua, chorionic

cytotrophoblast, placental trophoblast and amniotic epithelium (Jones et al., 1998).
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Moreover, the importance of prolactin and PRL-R in the process of implantation and
maintenance of pregnancy can be seen a study that demonstrated that female mice with

a homozygous null mutation of the PRL-R were infertile (Ormandy et al., 1997).

Prolactin also influences the immune system, potentiating T-cell growth in
response to various stimuli (Athreya et al., 1994). These effects are thought to be
mediated by PRL-R, which is present on lymphocytes (Athreya et al., 1994). Thus,
prolactin could affect the immunological mechanisms that are involved in menstrual
cycle, implantation and early pregnancy (Athreya et al., 1994; Egli et al., 2010; Gubbay

et al., 2002).

After it has been demonstrated that the endometrium have DRD2 receptors
(Novella-Maestre et al., 2010), another mechanism that could be explored is the direct
effect of the DRD2 polymorphism in the endometrium and embryo implantation failure.
The neurotransmitter dopamine selectively inhibits the vascular permeability and
angiogenic activity of VEGF at non-toxic levels, revealing a link between the nervous
system and angiogenesis (Basu et al., 2001). Therefore, the presence of the DRD2
polymorphism in endometrial cells could affect the adequate embryo implantation
because of a decrease in intracellular cAMP and the resulting failure of intracellular
signalling in these cells and inadequate angiogenic activity (Novella-Maestre et al.,

2010).

A potential area of bias is the fact that SNPs have a wide variation between
different ethnic populations. We know that the polymorphism that was found in our
study may suggest a possible pathophysiology of abortion by altering the intracellular
signal transduction mechanisms and neoangiogenesis and prolactin control. However,

we also know that the polymorphisms do not behave the same way in different
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populations. Nevertheless, this possible mechanism should be explored in the areas of

prolactin production and secretion, angiogenesis and miscarriage.

In conclusion, we have described an excess of the DDR2 polymorphism and a
mean serum prolactin level that is greater in women with recurrent miscarriages than in
healthy women. These results provide an impetus for further functional research into the
role of the DRD2 receptor in embryo implantation and the successful establishment of

pregnancy.
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TABLE |
Demographic characteristics (mean+SD)
Control Recurrent
Parameter  group Miscarriage a
N =31 N=20 value
Age
(years) 32.315.2 33.745.2 0.35
BMI®
(kg/m?) 28.2+4.8 24.8+4.2 0.01
Weight
71.5+15.5 63.4+£11.3 0.05
(Kg)
Height ) 504007 1502005  0.80
(m)
Prolactin
(ng/mi) 8.1+3.8 12.448.7 0.03

Student’s t-test
"BMI: Body mass index
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TABLE 11
Polymorphisms in the Dopamine Receptor D2 gene
Codon
Polymorphism  Region Nucleotide Position
Position
1 Exon7 CACCA(C/T)GGTCT (3420; C*to T°) 313, Histidine
2 Exon7 ACTCC(C/T)GACAG (3438; C*to T°) 319, Proline
%C: cytosine

°T: thymine
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TABLE 111
Genotype and allele frequencies of DRD2 polymorphisms
DRD2 Genotypes Alleles
Polymorphism Population studied N n(%) n (%) n(%) Pvalue® N n(%) n (%) OR (95% CI) P value
1 CC CT TT c® T
(3420; Cto T) Recurrent Miscarriage 20 12 (60.0) 5(25.0) 3(15.0) .234 40 29 (72.5) 11(27.5) 315
Controls 31 12(38.7) 15(48.4) 4(12.9 62 39(62.9) 23(37.1)
2 CC CT TT c® T®
(3438; Cto T) Recurrent Miscarriage 20 5(25.0) 6 (30.0) 9(45.0) .036 40 16 (40.0) 24 (60.0) 2.38(1.05-5.36) .035
Controls 31 11(35.5) 16(51.6) 4(12.9) 62 38(61.3) 24 (38.7)
*Monte Carlo test
°C: cytosine

°T: thymine
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10. CONSIDERACOES FINAIS (CONCLUSOES)

Nos refutamos a nossa hipdtese nula de que os genes (3420 e 3438) do receptor
da dopamina ndo sdo importantes na determinacdo de desfechos obstétricos ou

ginecoldgicos desfavoraveis relacionados com endometriose ou aborto recorrente.

O nivel sérico médio de prolactina estd aumentado em pacientes com

endometriose quando comparado com mulheres saudaveis sem endometriose.

A frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo 3438 do gene do receptor da

dopamina D2 esta aumentada em mulheres com endometriose moderada-severa.

O nivel sérico médio de prolactina € maior em pacientes com abortamento de

repeticdo quando comparado com mulheres saudaveis sem endometriose.

A frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo 3438 do gene do receptor da

dopamina D2 esta aumentada em mulheres com abortamento de repeticéo.
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11. PERSPECTIVAS

A presenca genotipica aumentada do polimorfismo do receptor da dopamina 2
(DRD2) em mulheres com endometriose e em mulheres com abortamento de repeticao

pode abrir nova uma perspectiva da fisiologia destas doencas.

Esses resultados estdo de acordo com resultado de nosso estudo funcional
anterior (Cunha-Filho, 2002) onde concluimos que as pacientes com endometriose
minima-leve teriam uma secre¢do anormal de prolactina ndo envolvendo o sistema dos
receptores DRD2. De fato, ndo encontramos neste estudo uma frequéncia genotipica e
alélica diferente no grupo de endometriose minima-leve do grupo controle, apenas na
endometriose moderada-severa. Este resultado demonstra mais uma vez que a
endometriose € pleomdrfica e heterogénea. Provavelmente no futuro iremos discutir
endometriose como uma sindrome com diferentes apresentacées clinicas e laboratoriais.
Diante disso, o efeito do uso de agonistas de dopamina em pacientes com endometriose
minima-leve pode ndo ser o mesmo do que em pacientes com endometriose moderada-

severa.

Como estudos anteriores demonstraram que houve diminuicdo dos focos de
endometriose e que ocorreu sucesso gestacional em pacientes com abortamento de
repeticdo com hiperprolactinemia presente ou oculta apds a administracdo de agonistas
da dopamina, a questdo a ser respondida é qual o mecanismo de acdo que estaria
ocorrendo estes resultados. Nos temos duas hipOteses para este questionamento: [1]
diminuicdo dos niveis séricos de prolactina, [2] atuacdo direta no endométrio ou nos
focos de endometriose. Para essa resposta estudos da expressdo de receptores da

prolactina a diferentes concentragdes de prolactina, e estudos da expressdo de receptores
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DRD2 a diferentes concentracdes de agonistas da dopamina tanto no endométrio como

nos focos de endometriose poderiam esclarecer esses mecanismos.

Nosso estudo precisa ser replicado em populagGes geneticamente distintas ja que
a frequéncia desses polimorfismos é extramente variavel de acordo com a etnia. Outro
dado a ser avaliado é que realizamos uma pesquisa com grupos especificos de pacientes:
endometriose, aborto recorrente e mulheres férteis. Sdo grupos especificos que ndo
representam toda a populacdo. De outro modo, a presenca do polimorfismo por si s6
pode ndo ter nenhum significado clinico, pois mesmo com o uso de agonistas da
dopamina para tratamento destas pacientes poderia ndo causar nenhum resultado, pois

poderia ndo conseguir atuar num receptor defeituoso.

Diante destes questionamentos, fica claro que estudos funcionais como a
pesquisa da expressdo dos receptores da prolactina e do DRD2 no endométrio tdpico e
ectépico estimulados por niveis diferentes de prolactina e dopamina ou seus agonistas
se torna necessario para analisarmos o real papel do polimorfismo do DRD2 nas

pacientes com endometriose e aborto de repeticao.

Por fim, a perspectiva do uso de agonistas da dopamina no tratamento da
endometriose deve também levar em conta da heterogeneidade desta doenca. O uso de
agonistas da dopamina deve ser avaliado em diferentes populacbes com endometriose:
profunda, ovariana, peritoneal, minima-leve, moderada-severa para podermos assim

compreender um pouco melhor esta doenca ainda enigmatica.
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