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Resumo

Palavras-chave

A estimulacdo da foliculogénese através da FSH é essencial para o éxito das
técnicas de reproducéo assistida. Variantes genéticas do receptor da FSH podem
influenciar a resposta a estimulagdo ovarica em pacientes submetidas a estas
técnicas. O polimorfismo Asn680Ser do exdo 10 do gene do receptor da FSH tem
sido implicado na variabilidade da resposta a esta hormona, podendo

desempenhar um papel importante na estimulacdo ovarica controlada.

Verificou-se que no grupo das mulheres classificadas como mas respondedoras,
44% apresentam o genétipo Ser/Ser, 38% Asn/Ser e 18% Asn/Asn. No grupo das
pacientes com resposta normal e resposta elevada as frequéncias genotipicas
foram, respectivamente, 10,3% e 14% para Ser/Ser, 51.5% e 50% para Asn/Ser,
38,2% e 36% para Asn/Asn. Entre as pacientes com genétipo Ser/Ser, 32,4% sao
mas respondedoras, sendo esta frequéncia de 5,4% para o genétipo Asn/Asn e
8,2% para o0 gendtipo Asn/Ser. No entanto, ndo se verificaram diferengas entre os
trés gendtipos relativamente aos niveis de FSH basal, numero de foliculos

recrutados, nimero de ovécitos obtidos apds puncao folicular e taxa de gravidez.

O gendtipo parece ter influéncia na forma como as mulheres respondem ao
processo de estimulacdo ovarica. As mulheres portadoras do genétipo Asn/Asn
ou Asn/Ser apresentam baixa probabilidade de vir a desenvolver uma ma
resposta ovarica contrariamente as pacientes portadoras do genétipo Ser/Ser.
Assim, o estudo do polimorfismo na posi¢cdo 680 do exdo 10 do gene do receptor
da FSH podera ser importante na previsao da resposta ovarica a estimulacao
com gonadotrofinas.

Polimorfismo Asn680Ser, resposta ovarica, FSH



Abstract

Keywords

The stimulation of folliculogenesis by FSH is essential to the success of assisted
reproduction techniques. Genetic variants of the FSH receptor may influence the
response to ovarian stimulation in patients undergoing these techniques. The
polymorphism Asn680Ser in exon 10 of the FSH receptor gene has been involved
in the variability of the response to FSH and appears to have an important role in

controlled ovarian hyperstimulation.

It was found that in the group of women classified as poor responders, 44% had a
Ser/Ser genotype, 38% Asn/Ser and 18% Asn/Asn. In the group of normal
responders and high responders the genotypic frequencies were, respectively,
10.3% and 14% for Ser/Ser, 51.5% and 50% for Asn/Ser, 38.2% and 36% for
Asn/Asn. Among patients with Ser/Ser genotype, 32.4% were poor responders,
and this frequency is 5.4% for Asn/Asn and 8.2% for Asn/Ser genotype. However,
there were no differences between the three genotypes regarding other
parameters such as basal FSH levels, number of recruited follicles, retrieved

oocytes and pregnancy rates.

FSH receptor genotype seems to influence the response to controlled ovarian
hyperstimulation. Women with Asn/Asn or Asn/Ser genotypes have low likelihood
of developing a poor ovarian response, contrarely to women with Ser/Ser
genotype. Thus, the study of the polymorphism at the position 680 in exon 10 of
the FSH receptor gene could be important to predict ovarian response to

gonadotropin stimulation.

Asn680Ser polymorphism, ovarian response, FSH
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1.1 Eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal

A producao dos gametas femininos € regulada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal que
regula o desenvolvimento dos foliculos do ovario e, consequentemente, a funcéo
reprodutiva. Sinais externos e internos sao integrados no cérebro pelos neurénios
neuroenddcrinos do hipotalamo que produzem a hormona libertadora de gonadotrofinas
(GnRH). A GnRH ¢ secretada de forma pulsétil, sendo que as conexfes do hipotalamo
que regulam o padrdo e amplitude dos pulsos de GnRH sdo moduladores e respondem a
condi¢Bes externas (psicologicas) e factores internos (metabdlicos); (Berga and Naftolin
2012). A GnRH, transportada pelo sistema venoso porta hipofisario, actua sobre a
hipofise anterior e estimula a sintese e secre¢céo de gonadotrofinas: hormona luteinizante
(LH) e hormona foliculo-estimulante (FSH). Uma maior frequéncia de secrecao pulsatil de
GnRH estimula a sintese de LH, enquanto que menores frequéncias de secrecdo de
GnRH favorecem a sintese de FSH (Knobil 1980; Dalkin, Haisenleder et al. 1989). As
gonadotrofinas hipofisarias actuam sobre as génadas a fim de regular a esteroidogénese
(producdo de hormonas esteroides) e a gametogénese (producdo de gametas),
desempenhando assim um papel fundamental no processo reprodutivo (Gharib, Wierman
et al. 1990; Wuttke, Jarry et al. 1996; Berga and Naftolin 2012; Williams and Kriegsfeld
2012).

Por sua vez, as hormonas esterdides produzidas pelas génadas sao responsaveis pelos
fendmenos de ‘feedback’ negativo e positivo, que irdo modular a resposta da GnRH para
a regulagéo de FSH e LH (Figura 1); (Shupnik 1996).

Introdugdo |
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Figura 1 - Representacéo do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (Adaptado de Wierman 2007)

Durante a maior parte do ciclo menstrual, o estradiol actua através de accdes de
‘feedback’ negativo para reduzir a amplitude de secrecdo da GnRH, o que leva a inibigdo
da secrecao de LH hipofisaria (Caraty, Locatelli et al. 1989; Moenter, Brand et al. 1992;
Shupnik 1996). No entanto, quando a concentracdo sérica de estradiol diminui, ocorre o
processo de ‘feedback’ positivo para a hipd6fise anterior, provocando um aumento da
secrecdo da LH (atingindo o pico da LH) e, consequentemente, da-se o processo de
ovulacdo. Quando a quantidade de estradiol no sangue se torna muito baixa, da-se o
processo de ‘feedback’ positivo, estimulando a hipéfise a produzir mais FSH e LH a fim

de iniciar um novo ciclo menstrual (Shupnik 1996).

| Introdugdo
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1.2. Desenvolvimento foliculo-ovocitéario

O processo de foliculogénese ocorre no ovario humano a partir da puberdade e tem como
objectivo o desenvolvimento de um foliculo dominante no interior do qual um ovdcito
atinge a maturidade, sendo libertado ciclicamente apds o pico da LH (Almeida-Santos
2009).

1.2.1. Foliculogénese

A foliculogénese consiste na formacédo, crescimento e maturacéo folicular. A maturacdo
do foliculo depende da integracdo de mecanismos celulares e enddcrinos que estdo
sobre o controlo das gonadotrofinas (van den Hurk and Zhao 2005). As gonadotrofinas
estdo envolvidas no processo de desenvolvimento e atrésia folicular (Gibbons, Wiltbank
et al. 1997).

O foliculo primordial € constituido por um ovdcito imaturo, circundado por uma camada
de células da pré-granulosa (Hutt, McLaughlin et al. 2006). Os mecanismos que levam a
passagem do foliculo primordial a foliculo primario permanecem desconhecidos. O
foliculo primario é constituido por um ovdcito circundado por células da granulosa

dispostas numa Unica camada (Lucci, Silva et al. 2001).

O foliculo secundario esta envolvido por duas ou mais camadas de células da granulosa
(figura 2). Agquando da existéncia de trés a seis camadas de células da teca, formadas a
partir do estroma localizado em redor do foliculo, mais células sé@o recrutadas para formar
a teca interna e externa, havendo circulagdo sanguinea entre estas camadas. Estas
células desempenham um papel importante na produgdo hormonal (Ramalho-Santos
2012). Com o crescimento dos foliculos secundérios e a organizacdo das células da
granulosa em varias camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta de liquido
folicular denominada antro (Fauser and Van Heusden 1997). O liquido folicular é
constituido por agua, electrolitos, proteinas séricas e por uma elevada concentracéo de
hormonas esterdides secretadas pelas células da granulosa (Barnett, Schilling et al.
2006). A partir deste estadio, os foliculos passam a ser denominados foliculos antrais.
Durante a reorganizagdo das células da granulosa para a formacdo do antro, algumas

células dessa camada mobilizam-se originando um pequeno espessamento na parede do
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foliculo, denominadas células do cumulus, que servem de apoio para o ovdcito (Ramalho-
Santos 2012). Durante a fase antral, a maior parte dos foliculos entram em degeneragéo
por atrésia, sendo que poucos deles alcancam a fase pré-ovulatéria (Gougeon 1996;
McGee and Hsueh 2000). A FSH nado é necesséria nas fases iniciais de proliferacédo e
crescimento folicular, apesar das células dos pequenos foliculos pré-antrais responderem
ao estimulo desta hormona. No entanto, a segunda fase da foliculogénese é hormono-
dependente (figura 2);(Almeida-Santos 2009).

Quando ocorre a diferenciagdo de células epiteliais na teca interna, o foliculo passa a
denominar-se por foliculo pré-ovulatorio (também denominado por foliculo maduro ou
foliculo de Graaf) e o didmetro folicular aumenta acentuadamente devido ao crescimento
do ovdcito, multiplicacéo das células da granulosa, da teca e aumento da cavidade antral.
(Drummond and Findlay 1999; Parrott and Skinner 2000; Hickey, Marrocco et al. 2005).
Apesar de vérios foliculos iniciarem este processo em cada ciclo menstrual, apenas um
atinge a maturidade, sendo designado por foliculo dominante e libertando o ovdcito
secundario contido no seu interior durante a ovulagdo. A dominéancia folicular é explicada
pela aquisicdo mais rapida de receptores da LH e por uma amplificacdo da resposta a

FSH resultante de um mecanismo autdcrino (Almeida-Santos 2009).

O foliculo dominante ja sem ovdcito sofre um processo de luteinizacdo sobre a influéncia
da LH, dando assim origem ao corpo luteo. Devido a estimulagao resultante do alto nivel
da LH libertada pela hipéfise anterior, o corpo luteo produz estradiol e progesterona
(Snow 1996; Almeida-Santos 2009). Caso ocorra fertilizagdo do ovdcito, a progesterona
desempenha um papel importante ao preparar a parede uterina para receber o embrido
através da proliferacdo celular uterina (Ramalho-Santos 2012). Para além disso, aquando
fertiizacdo do ovocito, o corpo luteo mantém a sua actividade devido a hormona
gonadotrofina coriénica (hCG) produzida pela placenta. Apés um periodo de cerca de trés
meses, o corpo liteo degenera e a placenta passa a produzir progesterona e estrogénios
(Snow 1996). Pelo contrario, caso ndo ocorra fertilizagdo do ovocito, a actividade da
hipéfise é inibida devido ao elevado nivel de progesterona no sangue produzida pelo
corpo lateo, verificando-se uma diminuicdo dos niveis de LH pelo mecanismo de
‘feedback’ negativo (figura 4). O corpo lateo degenera dando origem ao corpus albicans
(Gharib, Wierman et al. 1990; Berga and Naftolin 2012).

A diminuigc&o da producao de esterdides pelo corpo lateo leva a um aumento da FSH nos
ultimos dias do ciclo menstrual (Groome, lllingworth et al. 1996), isto é, o factor que leva

ao aumento da FSH na fase lGtea tardia prende-se com um aumento da secregdo pulsatil
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de GnRH, resultante de uma diminui¢cdo dos niveis de estradiol e de progesterona (Welt,
Pagan et al. 2003). Este aumento da FSH permite o recrutamento de foliculos no ovario.
Além disso, o aumento dos niveis de FSH durante a fase lUtea tardia leva a um aumento
da secrec¢édo de estradiol por parte das células da granulosa (Amsterdam and Rotmensch
1987).

ApG6s a menstruacédo, os niveis da FSH entram em declinio devido ao ‘feedback’ negativo
do estradiol (Groome, lllingworth et al. 1996; Welt, Martin et al. 1997). As células da teca
interna produzem androstenediona, que irA ser transportada para as células da
granulosa. Sob a influéncia da FSH, as células da granulosa sintetizam uma enzima,
aromatase, que transforma a androstenediona em estradiol (Drummond 2006). Esse
processo leva a uma diminuicdo da producdo da FSH, impedindo o desenvolvimento de
outros foliculos e, consequentemente, revela-se crucial para a selec¢cdo do foliculo
dominante (van Santbrink, Hop et al. 1995). Também as células da granulosa de foliculos
em crescimento secretam uma variedade de peptideos que podem interferir na regulacéo
autocrina ou paracrina na inibicdo do desenvolvimento dos foliculos adjacentes

(Durlinger, Kramer et al. 1999).

Gonadotrofina- independente / Gonadotrofina-dependente
Células ’ 3 ) ’ ] B
Germinativas - Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo Pre-antral Foliculo Pré-ovulatério
Ovogonias i i imari Secundario
Primordiais Primordial Primario
=
= = -,

Mitose Meiose /I\

Paragem Meiética

Figura 2 - Estadios da foliculogénese a partir do desenvolvimento da célula primordial até a produgéo de um

foliculo pré-ovulatério (Adaptado de Sanchez and Smitz 2012).
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1.2.2. Ovogénese

A ovogénese inicia-se durante a vida embrionaria com a formacdo das células
germinativas primordiais no epiblasto embrionéario. Estas células migram para os sulcos
genitais onde se diferenciam, dependendo dos cromossomas sexuais, em ovogonias ou
espermatogonias, que mostram uma alta frequéncia de actividade mitdtica e de
transcricdo (Gosden and Bownes 1995; Gosden, Krapez et al. 1997; Picton, Briggs et al.
1998). No ovario, as divisbes mitbticas das células primordiais resultam na formacéo de
grupos de ovogonias (figura 2), que se encontram interligados por ligagées intercelulares
citoplasméticas. Formam-se assim aglomerados de células germinativas (Sawyer, Smith
et al. 2002).

As ovogonias passam pelos estadios iniciais da profase | meibtica (leptéteno para
paquiteno), formando-se assim 0s ovacitos primordiais (Guraya 1998; Picton, Briggs et al.
1998). O tamanho das células germinativas aumenta a medida que o ovocito progride
para o estadio de dipléteno. O ovdcito fica envolvido por uma camada de células de pré-
granulosa, dando assim origem ao foliculo priméario (Gosden and Bownes 1995). Estas
células foliculares que rodeiam o ovocito produzem um polipeptideo de baixo peso
molecular que tem a capacidade de inibir a meiose. Sendo assim, a meiose fica parada
na profase |, na fase de dipléteno, em que o0s ovdécitos primarios, ainda dipléides,

permanecem nesta fase até a puberdade (Picton, Briggs et al. 1998).

Verifica-se a ocorréncia de mudancas importantes no ndcleo do ovdcito devido ao
processo meiotico (Fauser, Devroey et al. 1999). Para além disso, no citoplasma, as
mitocdndrias tornam-se mais numerosas e localizam-se ao longo da superficie externa da
membrana nuclear (Ramalho-Santos, Varum et al. 2009). O complexo de Golgi esta
presente também junto ao nudcleo, em volta dos centriolos. Acredita-se que esta
polarizagdo nuclear dos organelos é necesséaria para o metabolismo do ovdcito, sendo
gue nesta fase inicial depende da actividade microtubular (Motta, Nottola et al. 1995). Por
outro lado, também nesta fase inicial da meiose, quando as proteinas reparadoras de
ADN e vérios outros factores sdo necessarios para o adequado alinhamento e
recombinagdo de cromossomas, 0s ovécitos sdo extremamente vulneraveis, resultando

num processo de degeneragédo de muitos deles (Picton, Briggs et al. 1998).

Ap6s o0 nascimento, estdo presentes no ovario cerca de 1 milhdo de ovocitos primarios.

Este niamero diminui durante a infancia, resultando num pool de foliculos primordiais de
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300 000-500 000 foliculos na menarca (Faddy, Gosden et al. 1992). No entanto, apenas
um numero reduzido destes ovdcitos irdo ser ovulados durante a vida reprodutiva da
mulher, sendo que a maioria ird sofrer um processo de degeneracao, ou seja, a maioria
dos foliculos que entram em crescimento ira degenerar como resultado de atrésia, caso
ndo sejam recrutados pela FSH (Motta, Nottola et al. 1995). Este recrutamento pela FSH
inicia-se apds a puberdade com o inicio dos ciclos ovaricos, quando o eixo hipofise-
gonadal for activado (McGee and Hsueh 2000). O ovécito pode ficar retido na profase |
até ao foliculo degenerar ou até este Ultimo entrar em matura¢do sob ac¢cdo de LH, que
induz o ovécito a retomar a meiose (Byskov and Hoyer 1988). Em cada ciclo ovarico
normalmente sé um ovécito primario completa a primeira divisdo meiética. Durante a
teléfase, o citoplasma do ovécito divide-se de forma desigual dando origem a duas
células hapléides de tamanhos diferentes: o ovAdcito secundario, que apresenta tamanho
semelhante a célula-mée, e o primeiro globo polar, que apresenta um tamanho reduzido
pois, apesar de apresentar 0 mesmo numero de cromossomas, possui uma quantidade
minima de citoplasma (Verlinsky, Ginsberg et al. 1990; Ramalho-Santos 2012). O ovdcito
secundario encontra-se envolvido por uma camada extracelular glicoproteica,
denominada zona pellcida (Rankin and Dean 2000) que tem como funcao a proteccédo do
ovocito secundario e o reconhecimento dos gametas masculinos (Ramalho-Santos 2012).

O ovocito secundario entra na segunda divisdo meio6tica, ficando retido em metafase Il
Neste momento ocorre a ovulagdo, em que o foliculo maduro rompe e o ovocito
secundario é libertado para as trompas uterinas. Dos varios ovécitos secundarios que se
desenvolvem no ovario durante o ciclo menstrual, apenas um ira ser libertado durante a
ovulacéo, ao passo que os restantes irdo degenerar (Ramalho-Santos 2012). O processo
meidtico finda com a fecundacéo, originando uma célula de maiores dimensdes, o ovulo,
e uma célula mais pequena, o segundo globo polar, que ir4 degenerar (figura 3); (Motta,
Nottola et al. 1995). Este processo continua ao longo da vida até que o pool de foliculos
primordiais esteja esgotado, surgindo assim a menopausa. (Richardson, Senikas et al.
1987; McGee and Hsueh 2000).

n Introdugdo |



Influéncia do polimorfismo no gene do receptor da FSH na forma como as pacientes respondem ao
tratamento de estimulagdo ovarica

Capitulo |

Antes do nascimento Processo meiético Desenvolvimento do
foliculo no ovério

Ovogonia
‘ Células foliculares
mitose =g Ovécito
. Ovécito primario  ™TTT—— Foliculo Primordial

crescimento —
Ovécito primario
(retido em préfase I)

Infancia l (ovério inactivo)

Foliculo Primordial

e (G} +— .\\

) Foliculo Primério

¢

Todos os meses desde Ovécito primério
a puberdade até a (ainda retido em s
menopausa profase 1)

]

- '.'@0

Foliculo Secundario

Meiose | (processo
completado por um ovécito

primério todos 0s meses) +
primeiro globo polar — Ovdcito secundario

Foliculo Pré-ovulatério

’ . ' Ovocito secundario
‘-— ovulagao
' ovulado
. ) espermatozéide v
Meiose Il do globo polar :
(podera néo ocorrer) § ®
Meiose Il completa (apenas
a8 se ocorrer penetracdo de
Globos polares . . ‘ . um espermatozoéide
(degenerados) |
Segundo
globo polar

Figura 3 — Estadios da ovogénese e foliculogénese a partir do desenvolvimento da célula primordial.

1.3. Ciclo menstrual

Um ciclo menstrual normal tem uma duracéo de cerca de 28 dias e é constituido por duas
fases: a fase folicular e a fase secretora (também designada como fase latea). O ciclo
menstrual comega no primeiro dia da hemorragia menstrual de um ciclo e dura até ao
inicio da menstruacdo do ciclo seguinte. O periodo ovulatério, que ocorre cerca de
catorze dias ap0s o inicio da menstruacdo, marca a transicdo da fase folicular para a fase
latea (Figura 4); (Vollman 1977).
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1.3.1. Fase folicular

A fase folicular, também denominada por fase proliferativa, comeca no primeiro dia da
menstruacdo e ocorre até ao periodo da ovulacdo. Nesta fase, as células do estroma, as
células epiteliais e as glandulas uterinas comecam a proliferar rapidamente. Para além
disso, as artérias comecam a crescer de modo a ocorrer um espessamento do
endométrio. Esta fase caracteriza-se pelo desenvolvimento dos foliculos ovéricos e pela

presenca de temperaturas corporais mais baixas (Vander, Sherman et al. 1990).

Durante a fase folicular, os niveis séricos de estradiol aumentam com o aumento do
tamanho do foliculo (figura 4). Como se verifica um aumento de células da granulosa,
também aumenta o nimero de receptores da FSH gue se encontram exclusivamente nas
membranas destas células. Na presenca de estradiol, a FSH estimula a formacdo de
receptores de LH em células da granulosa que permitem a secrecdo de pequenas
quantidades de progesterona. A progesterona pode exercer um ‘feedback’ positivo sobre
o estradiol levando a hipdéfise a aumentar a secrecdo da LH, a qual ira induzir a ovulacao.
A ovulacao refere-se ao processo de libertacdo do ovécito maduro do foliculo. Vérios
estudos demonstram que a libertacdo do ovocito € um processo activo que envolve a
contrac¢cdo do musculo liso da parede do foliculo. Aquando da ovulacdo, o endométrio
apresenta aproximadamente 12 milimetros de espessura. Neste momento da fase
folicular, as glandulas endometriais secretam um muco fino e fibroso, que tem como

funcéo proteger e conduzir o esperma no Utero (Shupnik 1996; Guraya 1998).

1.3.2. Fase secretora

E na fase secretora que o foliculo dominante ja sem ovécito degenera em corpo liteo.
Caso néao ocorra fertilizacdo do ovdcito, o corpo liteo comeca a degenerar por volta do
23° dia do ciclo menstrual devido aos niveis reduzidos de LH. Consequentemente, a
producdo de estradiol e progesterona também diminui (Gharib, Wierman et al. 1990;
Berga and Naftolin 2012). Simultaneamente, prossegue o aumento de espessura do
endométrio, bem como a actividade secretora das glandulas nele existentes, que

secretam nutrientes na cavidade uterina, devido a accdo conjunta do estradiol e da
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progesterona produzidos durante esta fase (Byskov and Hoyer 1988). Os vasos
sanguineos presentes no endométrio entram em constricio como resultado da falta de
estimulacdo por parte das hormonas ovéricas. Consequentemente, as células
endometriais entram em hipoxia, deixando também de ter aporte de nutrientes. Isto
resulta num processo de descamacdo das células endometriais. Da-se entdo a fase

menstrual (Vander, Sherman et al. 1990).

Diasdo cido

1 2 3 4 5 & T 8 9 W0 M 12 13 W 15 % 17 1B 19 N0 N 2 D M N B U N

Estrogénio
Progesterona

e ® O

Ovocito 3
Foliculo

1T 2 3 4 5 6 T 0 9 W M 12 1 W S W W W W NN RN N T DN

Figura 4 - Representagcdo do ciclo ovéarico, endomentrial, bem como da variacdo dos niveis hormonais

durante as diferentes fases do ciclo menstrual (Adaptado de Aitken, Baker et al. 2008).
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1.4. Infertilidade e técnicas de reproducdo assistida

A infertilidade humana define-se como a auséncia de procriacdo ao fim de um ano de
vida sexual continua, sem métodos contraceptivos (Evers 2002). Este problema afecta
cerca de 10 a 15% de casais em todo o mundo (Evers 2002; Gnoth, Godehardt et al.
2005).

Mudancas sociais e comportamentais no ultimo trimestre do século XX podem ter
afectado a taxa de infertilidade, embora nédo esteja claro se a prevaléncia da infertilidade
mudou ao longo do tempo (Macaluso, Wright-Schnapp et al. 2008). Em resultado destas
mudancgas, a procriacdo medicamente assistida tem vindo, nos ultimos anos, a ganhar
maior énfase para os casais com desejo de ter filhos (Poncelet and Sifer 2011),
principalmente entre as mulheres com idade mais avancada (Roupa, Polikandrioti et al.
2009).

As principais causas de infertilidade na mulher prendem-se com problemas de origem
tubar, uterina, cervical, ovarica ou endécrina (Roupa, Polikandrioti et al. 2009), sendo que
50% dos casos de infertilidade na mulher estéo relacionados com problemas ovulatérios
e tubarios (Seshagiri 2001).

Recorre-se as técnicas de reproducdo assistida (TRA) a fim de ultrapassar algumas
situacdes de infertilidade. A grande maioria destas técnicas envolve a puncao directa de
ovOcitos, apds estimulacdo ovarica, combinando espermatozéides e ovOcitos no
laboratério, com posterior implantacdo do embrido no utero. A fertilizagdo do ovdcito
ocorre através da co-incubacdo de espermatozéides e ovdcitos (Fertilizacdo in vitro
classica) ou através de injeccdo directa de um Unico espermatozdéide no citoplasma do
ovOcito sob visualizagcdo microscopica (injec¢do intracitoplasmatica de um
espermatozoide). Esta uUltima é particularmente eficaz para casais com problemas de
infertilidade de origem masculina (baixa contagem de espermatozéides no ejaculado);
(Voorhis 2007). A inseminacdo intra-uterina, também denominada por inseminagéo
artificial, consiste na recolha e selec¢do de espermatozoides e sua posterior deposi¢do
na cavidade uterina durante a fase ovulatoria da mulher (Nuojua-Huttunen, Tomas et al.
1999).
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1.5. Resposta a estimulagéo ovarica

A ma resposta ovarica perante a estimulacéo ovarica controlada foi descrita pela primeira
vez em 1983 por Garcia et al. como estando associado a niveis séricos de estradiol
inferiores a 300 pg/mL, a uma diminuicdo do numero de ovdcitos recolhidos e fertilizados
e de embrides transferidos (Garcia, Jones et al. 1983)

Existe grande vantagem em identificar as mulheres em risco de desenvolver uma ma
resposta ovarica antes de dar inicio aos tratamentos de fertilizacdo. As TRA séo técnicas
dispendiosas e invasiva, pelo que ndo devem ser realizadas se néo houver hipétese de

sucesso (Arslan, Bocca et al. 2005).

A sociedade Europeia da Reproducdo Humana e Embriologia (ESHRE) estabeleceu um
consenso (consenso de Bolonha) no que diz respeito aos critérios necessarios para
classificar a méa resposta ovarica (Ferraretti, La Marca et al. 2011). Até entdo, e apesar da
evidéncia da falta de uma definicAo universal e da reconhecida necessidade de
padronizagdo, os estudos adoptavam critérios diferentes para selec¢cdo das pacientes

para os ensaios clinicos.

Segundo os critérios de Bolonha, para uma mulher ser considerada ma respondedora

tem de ter presentes pelo menos dois dos seguintes critérios:
- ter idade avancgada (superior a 40 anos de idade)

- ter um episédio prévio de ma resposta ovarica (menos de 4 ovécitos com um protocolo

de estimulag&o convencional)

- ter um teste de reserva ovarica anormal (contagem de foliculos antrais inferior a 5

foliculos ou hormona anti- Mlleriana (AMH) inferior a 0,5 ng/mL).

Dois episddios de ma resposta ovarica sdo suficientes para classificar a paciente como

mé respondedora (Ferraretti, La Marca et al. 2011).

De entre as pacientes submetidas a TRA, a prevaléncia de méas respondedoras varia
entre 0s 9% e 24% (Keay, Liversedge et al. 1997). Para além do significado preditivo para
a ocorréncia de gravidez apés TRA, a previsdo de ma resposta ovarica também é
potencialmente importante para o ajuste individual da dose de gonadotrofinas antes da

estimulacdo ovéarica. Segundo Popovic-Todorovic et. al., as mulheres com uma méa
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resposta esperada necessitam de uma dose inicial de 225 Ul/dia, em vez de 150 Ul/dia
(Popovic-Todorovic, Loft et al. 2003). A principal causa de insucesso das TRA nas mas
respondedoras prende-se com a diminuicdo do numero de ovécitos obtidos bem como

com a diminui¢cdo da qualidade dos mesmos (Kucuk, Kozinoglu et al. 2008).

Factores que avaliam a reserva ovarica

Embora a medi¢cdo directa do pool de foliculos primordiais seja impossivel, tem sido
demonstrado que o numero de foliculos nos ovarios esta proporcionalmente relacionado

com o tamanho da reserva de foliculos primordiais (Gougeon, Ecochard et al. 1994).

Como referido anteriormente, os processos de foliculogénese e ovogénese continuam ao
longo da vida até que o pool de foliculos primordiais esteja esgotado, surgindo assim a
menopausa. Os anos que precedem a menopausa Sa80 caracterizados por uma
diminui¢cdo da fertilidade e os ciclos menstruais tornam-se irregulares. Na tentativa de se
avaliar a reserva ovarica foram propostos diversos testes, entre os quais a quantificagéo
da FSH, estradiol, AMH e contagem de foliculos antrais. O sucesso da indugédo da
ovulagéo e das TRA diminui com a diminuigdo da reserva ovarica (Richardson, Senikas et
al. 1987; McGee and Hsueh 2000).

1.5.1. Hormona Foliculo-estimulante

A quantificacdo da FSH no terceiro dia do ciclo menstrual € o método mais utilizado para
avaliacdo da reserva ovarica por ser facilmente mensuravel, minimamente invasivo,
barato e apresentar bom valor preditivo (Gurgan, Urman et al. 1997). Os niveis da FSH
na fase folicular aumentam com o avancar da idade. Este aumento encontra-se
associado a uma reducdo dos niveis da inibina B ovérica pela diminuicdo da carga
folicular. O mecanismo envolve o sistema de ‘feedback’ do ovario sobre a hipéfise, sendo
indicadora da reserva ovarica. Caso a quantificacdo da FSH seja elevada, ha grande
probabilidade de se estar perante uma ma respondedora por diminuicdo da reserva
ovarica, podendo-se aconselhar a paciente a ndo realizar os ciclos de estimulagcéo
ovarica (Broekmans, Scheffer et al. 1998). O valor de FSH basal apresenta uma

variabilidade intra-individual de ciclo para ciclo (Tinkanen, Blauer et al. 1999).
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Segundo Aubriot e Chapron, quando a FSH é elevada, a taxa de gravidez nas mulheres
jovens é considerada razoavel (30%), sendo consideravelmente mais baixa nas mulheres
com idade mais avancada (16%);(Aubriot and Chapron 2008).

A quantificacdo de estradiol basal também pode ser um marcador da diminuicdo da
reserva ovarica em mulheres com idades mais avancadas, nas quais se verifica um
aumento de concentracdo desta hormona. Niveis elevados de estradiol, na presenca de
niveis de FSH aparentemente normais, resultam de um recrutamento folicular prematuro
que ocorre em consequéncia de um aumento prematuro de FSH luteal (Licciardi, Liu et al.
1995).

1.5.2. ldade

A fertilidade diminui drasticamente a partir da quarta década de vida da mulher devido a
diminuicdo da reserva ovarica com o passar da idade ou a diminuicdo da qualidade dos
ovécitos (Lesser 1999; Liu and Case 2011). Vérios estudos mostram que a ma resposta
ovarica é o primeiro sinal da idade ovarica (Beckers, Macklon et al. 2002; Nikolaou,
Lavery et al. 2002). As taxas de sucesso das TRA sofrem uma acentuada redugéo
guando a idade da mulher ultrapassa os 35 anos. Com o avancar da idade da mulher
verifica-se uma diminuicdo do numero de foliculos pré-ovulatorios, bem como o valor
médio de estradiol por foliculo pré-ovulatério apresenta um ligeiro decréscimo (Jacobs,
Metzger et al. 1990). Os ovécitos de mulheres mais velhas podem ser mais propensos a
sofrer de ndo-disjuncdo na primeira divisdo meiética e de degeneragdo cromossémica.
Foi também descrito que os ovécitos de mulheres mais velhas sdo mais propensos a
terem delec6es no ADN mitocondrial quando comparados com ovocitos de mulheres
mais jovens. Estes podem ser o motivo pelo qual os foliculos de mulheres com idade
mais avancada se encontram muitas vezes mais imaturos ou em fase de degeneracdo
guando comparados com os foliculos de mulheres mais jovens (Keefe, Niven-Fairchild et
al. 1995; Lim and Tsakok 1997; van Zonneveld, Scheffer et al. 2003). Sendo assim, a
idade materna é um critério clinico que podera levar a um rastreio pré-natal mais rigoroso
a fim de detectar precocemente eventuais deficiéncias cromossémicas no feto (Ramalho-
Santos 2012). A idade ovarica reflecte-se na diminuicdo da capacidade de resposta a
administracdo de gonadotrofinas exdgenas e, consequentemente, resulta numa

diminuicdo da taxa de gravidez (van Rooij, Broekmans et al. 2005).
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Segundo Hendriks et al., a taxa de gravidez no 2° e 3° ciclo de estimulacdo ovéarica em
mulheres que tiveram uma ma resposta no primeiro ciclo é de aproximadamente 24%
para mulheres com idade proxima dos 30 anos e de 14% para mulheres com 40 anos.
Em mulheres classificadas como méas respondedoras as taxas de gravidez sdo de 12% e
6% em mulheres de 30 e 40 anos, respectivamente. Sendo assim, a idade, quando
analisada como factor isolado, ndo fornece informacéo sobre a forma como a mulher ir&4

responder a estimulacdo (Hendriks, te Velde et al. 2008).

1.5.3. Hormona anti-Mulleriana

A Hormona anti- Milleriana (AMH) é uma glicoproteina dimérica que pertence a
familia do factor de crescimento transformante beta (TGF-f). A AMH é secretada pelas
células da granulosa apés a puberdade e controla o desenvolvimento dos foliculos
primarios (via paracrina e autécrina) pela inibicdo do recrutamento de mais foliculos
durante a foliculogénese (Carlsson, Scott et al. 2006; Visser, de Jong et al. 2006). Esta
hormona é fracamente expressa nos foliculos primarios, aumentando a sua expressao
para valores maximos em foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais. A sua
expressao diminui gradualmente a medida que os foliculos aumentam de tamanho até
ser indetectavel. A AMH né&o se expressa em foliculos com ovécitos atrésicos (Weenen,
Laven et al. 2004). Por esse motivo, existe uma forte associa¢@o entre os niveis séricos

de AMH e a reserva ovarica (Anckaert, Smitz et al. 2012).

Existem varios parametros que reflectem a reserva folicular, tais como 0s seguintes
marcadores bioquimicos: niveis séricos de FSH basal, estradiol, inibina B. No entanto
estes marcadores variam ao longo do ciclo menstrual, sendo por isso limitada a avaliagdo
da reserva ovarica com base nestes valores (Al-Azemi, Killick et al. 2011; Gleicher,
Weghofer et al. 2011). A AMH é considerada o melhor marcador sérico da reserva
ovarica, tanto pelo facto de poder ser quantificada em qualquer altura do ciclo menstrual,
como pelo facto de ser o marcador endécrino mais precoce de idade ovarica (de Vet,
Laven et al. 2002; Seifer and Maclaughlin 2007; Al-Azemi, Killick et al. 2010) .

As pacientes classificadas como mas respondedoras apresentam niveis de AMH
significativamente mais baixos quando comparadas com as pacientes com resposta
normal (Haadsma, Bukman et al. 2007; Jayaprakasan, Campbell et al. 2010; Binder,
Strick et al. 2012). Segundo um estudo de Leader et al., ha uma grande discordancia

entre os valores de AMH e FSH em todos os grupos etarios, sendo que esta diferenca se
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agrava com a idade (Leader, Hegde et al. 2012). Para além dos niveis de AMH
significativamente mais baixos, as pacientes mas respondedoras apresentam niveis de
FSH mais elevados em relagdo as pacientes com resposta normal (Jayaprakasan,
Campbell et al. 2010).

1.5.4. Contagem de foliculos antrais

A contagem de foliculos antrais, isto é, a contagem total do nUmero de pequenos foliculos
antrais existentes antes da administracdo das gonadotrofinas, é considerado como factor
de exceléncia para avaliar a reserva ovarica (Bancsi, Broekmans et al. 2002; Sills, Alper
et al. 2009).

Ao contrario da AMH, a contagem de foliculos antrais s6 pode ser avaliada no inicio da
fase folicular (Broekmans, de Ziegler et al. 2010). Esta ultima é medida através de
ecografia bidimensional e apresenta a vantagem de ser uma medida directa da
populacéo de foliculos seleccionaveis para futura pungéo, ou seja, ndo se obtem apenas
informacg&o sobre o numero de foliculos presentes mas também sobre o tamanho dos
mesmos. No entanto, a quantificagdo de AMH torna-se mais comoda para a paciente
uma vez que para a sua quantificacdo basta uma colheita de sangue venoso, que ja faz
parte da rotina das pacientes antes de iniciarem as TRA (Rombauts, Onwude et al. 2011).
De entre todos os testes, a contagem de foliculos antrais e a AMH tém a melhor
sensibilidade e especificidade na predicdo da reserva ovarica. A analise destes dois
parametros juntos torna-se desnecessaria pois ndo se verifica um aumento das suas
capacidades de prognéstico (Jayaprakasan, Campbell et al. 2010; La Marca, Sighinolfi et

al. 2010).
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1.6. Sindrome de hiperestimulacdo ovérica

A resposta do ovario a estimulagdo com gonadotrofinas varia de pessoa para pessoa, em
gque mas respondedoras apresentam poucos foliculos maduros, exigindo o reajuste da
dose de FSH recombinante. Por outro lado, pacientes com resposta elevada apresentam
maior risco de desenvolver sindrome da hiperestimulacdo ovarica (SHO);
(HasanSheikhha, Eftekhar et al. 2011).

A SHO é uma grave complicacdo das TRA, potencialmente fatal, geralmente iatrogénica
apo6s a administracdo de gonadotrofinas. Caracteriza-se pelo aumento do volume dos
ovarios e extravasamento de liquido para a cavidade abdominal, resultando em ascite,
hipovolémia e hemoconcentragdo, desequilibrio electrolitico, oliguria, distenséo
abdominal, derrame pleural e/ou pericardio e hipercoagulacdo. Estas alteragbes
patolégicas sdo mediadas principalmente pelo factor de crescimento endotelial vascular
(VEGF). A Identificac@o antecipada dos pacientes que poderdo desenvolver SHO perante
um tratamento padronizado seria de grande vantagem clinica (Fauser, Devroey et al.
1999).

Mulheres jovens, com baixo indice de massa corporal ou com sindrome de ovario
poliquistico, e com nivel sérico de estradiol aumentado, apresentam maior risco de
desenvolver SHO (ASRM 2008). A medida preventiva mais eficaz consiste em ndo
administrar hCG quando ha risco da paciente desenvolver SHO, ou seja, quando o
estradiol sérico exceder 4000 pg/mL e quando houver mais de 15 foliculos maiores que
15 mm visualizados na ecografia. Caso o nivel sérico de estradiol seja superior a 4000
pg/mL e os foliculos ainda ndo estejam suficientemente desenvolvidos, a administragédo
de gonadotrofinas é suspensa para que o nivel de estradiol baixa para os 3000 pg/mL.
No entanto os agonistas da GnRH devem continuar a ser administrados a fim de evitar a
ovulacdo espontédnea. Uma vez normalizado o valor de estradiol, a hCG pode ser
administrada (Urman, Pride et al. 1992). A criopreservacdo de embrides com
transferéncia dos mesmos num ciclo posterior € uma solucdo alternativa para as
pacientes em risco de desenvolver SHO (Shoham, Weissman et al. 1994). Alguns autores
demonstraram que existe uma relagdo estreita entre niveis de estradiol elevados e a
severidade da SHO, pelo que a quantificacdo de estradiol pode ser utilizada como
marcador preditivo (Rizk 2006).
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1.7. Polimorfismo de nucledétido unico do gene do receptor da hormona

foliculo-estimulante

Apesar do facto de genoma humano ser idéntico em 99,9% entre os individuos,
pequenas diferencas inter-individuais podem diferenciar a resposta a farmacos e conferir
predisposicdo para varias doencas. Os polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP) séo
responsaveis por 90% das variagdes do genoma humano (Melton 2003).

A estimulacdo da foliculogénese através de FSH é essencial para o tratamento de
infertilidade. As TRA requerem um processo de estimulagdo ovarica com FSH para
maturacao dos foliculos e ovAcitos (Jones 2008), sendo que a taxa de gravidez depende
substancialmente da eficacia deste processo (Enskog, Henriksson et al. 1999). No
entanto, a classificacao da resposta ovarica apds administracdo de FSH exdgena é dificil
de prever. Por esse motivo, é importante o estudo de factores genéticos no FSHR em
pacientes com uma ma resposta a estimulacdo ovérica (Lussiana, Guani et al. 2008).
Embora a mé resposta a estimulacdo ovarica possa ser considerada como um sinal de
reserva ovarica diminuida, também podem estar subjacentes outros factores, tais como

certos polimorfismos do receptor da FSH (FSHR) (de Koning, Benjamins et al. 2006).

A accao da FSH é mediada pelo seu receptor que € expresso exclusivamente nas células
da granulosa. Este receptor faz parte da familia dos receptores de proteina G (Laven,
Mulders et al. 2003). O gene do FSHR localiza-se no brago curto do cromossoma 2 na
regido 2p21 e é composto por 10 exbes e 9 intres (Figura 5). Os primeiros 9 exdes
codificam o dominio extracelular aminoterminal do receptor e o exdo 10 codifica os
dominios transmembranares, intracelulares e C-terminal do receptor (Heckert, Daley et al.
1992; Gromoll, Simoni et al. 1996). O dominio C-terminal do FSHR, localizado no
citoplasma, contém muitos residuos de serina, que podem ser um potencial substrato

para a fosforilagéo do receptor (Salesse, Remy et al. 1991).
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Figura 5 - Representacéo esquematica da regiéo codificante do receptor da FSH.

Os polimorfismos do gene do FSHR produzem diferentes haplotipos que podem modificar
a accdo da FSH (Loutradis, Theofanakis et al. 2012). As mutacdes parcialmente
inactivadoras e os polimorfismos do FSHR podem parar o crescimento dos foliculos
antrais ou afectar os estadios finais do crescimento dos mesmos (Loutradis, Vlismas et al.
2008). Existem dois polimorfismos com uma frequéncia superior a 30% na populacéo que
foram identificados na regido codificante do exdo 10 do FSHR. O primeiro localiza-se na
posicdo 919 no qual uma adenina é substituida por uma guanina, provocando uma
alteracdo no codao 307 pela troca de treonina (ACT) para alanina (GCT). O segundo
polimorfismo localiza-se no nucleétido que se encontra na posi¢cdo 2039, em que uma
guanina é substituida por uma adenina, levando a uma troca de aminoacidos de
asparagina (Asn); (AGT) para serina (Ser); (AAT) no codao 680 da proteina (Aittomaki,
Lucena et al. 1995).

Varios estudos tém fornecido possiveis explicagcbes para os mecanismos moleculares
gue apoiam a hipotese do polimorfismo Asn680Ser ter influéncia na resposta ovarica. Em
primeiro lugar, deve ser considerado que as varias isoformas do receptor tém
provavelmente diferentes afinidades para a FSH. Para além disso, a expressdo de
receptores nas superficies celulares diferem nos trés genétipos, o que poderia influenciar
as interaccgdes receptor-ligando. (Zambrano, Zarinan et al. 1999). Presume-se que a
presenca de asparagina na posicao 680 possa facilitar a expressao de receptores através
de processo de glicosilagdo, enquanto a presenca de serina pode acelerar a fosforilacdo
e o turnover do receptor. Sendo assim, o polimorfismo no codédo 680 do exdo 10 do
FSHR modularia a fung¢é@o do receptor e a resposta ovérica perante a FSH (Davis, Liu et

al. 1995). No entanto, ensaios experimentais in vitro ndo mostraram diferencas na

Introdugdo |



a Influéncia do polimorfismo no gene do receptor da FSH na forma como as pacientes respondem ao
Capitulo | . .
tratamento de estimulagdo ovarica

actividade das isoformas do FSHR (Simoni, Nieschlag et al. 2002; Sudo, Kudo et al.
2002).

As variantes alélicas do gene FSHR na posi¢cdo 680 resultam em diferentes niveis de
FSH basal, dentro dos valores normais, reflectindo diferenca na sensibilidade do receptor
(Jun, Yoon et al. 2006; Rodini, Genro et al. 2011; Yao, Cai-hong et al. 2011). A variante
Ser/Ser foi considerada a menos sensivel & ac¢do da FSH pelo facto das pacientes
portadoras deste gendtipo apresentarem niveis de FSH basal mais elevados (Perez
Mayorga, Gromoll et al. 2000; Yao, Cai-hong et al. 2011). Isto sugere que o gendtipo
Ser/Ser esteja associado a uma proteina do receptor ligeiramente menos sensivel a FSH.
Consequentemente, ocorrem alteragdes no mecanismo de ‘feedback’ do ovario, que leva
a um aumento natural da FSH como mecanismo compensatério para permitir o normal
crescimento do foliculo (Behre, Greb et al. 2005). Uma vez que as pacientes portadoras
da variante Ser/Ser tendem a resistir a estimulacao pela FSH, é necessario administrar
maior quantidade de gonadotrofinas nestas pacientes. Para além disso, a variante
Ser/Ser também esta associada a niveis de estradiol inferiores aquando da administragéo
da hCG (Sudo, Kudo et al. 2002; de Castro, Ruiz et al. 2003). A variante genotipica
Asn/Asn foi considerada a mais sensivel a FSH uma vez que, nas mulheres portadoras
desta variante, os niveis de FSH basal apresentam-se mais baixos (Perez Mayorga,
Gromoll et al. 2000; Yao, Cai-hong et al. 2011). Apesar das diferencas nos niveis de FSH
basal e nos niveis de estradiol, ndo ha diferencas entre os varios genoétipos no que diz
respeito ao numero de foliculos ou ovdcitos puncionados, a taxa de fertilizacdo e de
gravidez (Perez Mayorga, Gromoll et al. 2000; Behre, Greb et al. 2005; Jun, Yoon et al.
2006). No entanto, segundo um estudo de Sheikhha et al., os valores de FSH basal séo
semelhantes para as trés variantes genotipicas (Sheikhha, Eftekhar et al. 2011).

Segundo Loutradis et al., as pacientes classificadas como boas respondedoras tendem a
ser portadoras da variante Asn/Ser. Este achado pode reflectir um ovario mais eficiente e
com resposta mais rapida a estimulacdo exdgena, possivelmente devido ao FSHR
associado ao genétipo Asn/Ser ser mais eficiente (Loutradis, Patsoula et al. 2006). Outro
estudo realizado em pacientes submetidas a TRA demonstrou a associacdo entre a
presenca do aminoacido serina na posicdo 680 e a ma resposta a estimulacao ovarica.
Pacientes portadoras do genétipo Ser/Ser tém maior taxa de ciclos cancelados por ma
resposta quando comparadas com as pacientes portadoras dos genétipos Asn/Ser e
Asn/Asn (de Castro, Ruiz et al. 2003). Uma paciente que tenha uma ma resposta a

estimulacdo ovarica tem menor probabilidade de engravidar nos ciclos seguintes (Keay,
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Liversedge et al. 1997; Karande and Gleicher 1999). A taxa de gravidez varia entre 7,6 e
17,5% em pacientes classificadas como mas respondedoras e 25,9% e 36,7% em
paciente com resposta normal (Oudendijk, Yarde et al. 2012). Aubriot et al. verificaram
gue, apoés transferéncia de embrides de boa qualidade (tendo em conta o grau de
fragmentacgdo, a regularidade dos blastobmeros ou o estado de divisédo no terceiro dia),
ndo se verifica nenhuma diferenca entre as mas respondedoras e boas respondedoras no

que diz respeito a taxa de gravidez e de abortamento (Aubriot and Chapron 2008).

Para além disso, variagdes no gene do FSHR podem aumentar a predisposicdo para o
SHO (Rizk 2009). O polimorfismo Asn680Ser no gene do FSHR é um preditor da
gravidade dos sintomas em pacientes que desenvolvam SHO (Perez Mayorga, Gromoll et
al. 2000; Daelemans, Smits et al. 2004; HasanSheikhha, Eftekhar et al. 2011).

Segundo um estudo de Daelemans et al., dada a associacao do alelo Ser680 com a ma
resposta ovdrica, seria de esperar que o alelo Asn680 estivesse associado ao
desenvolvimento de uma resposta elevada, isto €, associado a um maior risco de
desenvolver SHO. No entanto estes autores verificaram que as pacientes que
desenvolveram SHO tém maior frequéncia do alelo Ser680 quando comparadas com o
grupo controlo. A maior prevaléncia do alelo Asn foi observada nas formas graves de
SHO. Estes resultados sugerem que, com base no genotipo na posi¢cdo 680 do FSHR,
ndo é possivel prever quais as pacientes que irdo desenvolver SHO, mas este
polimorfismo poderia ser um preditor da gravidade dos sintomas das pacientes que
desenvolvam SHO. (Daelemans, Smits et al. 2004; Rodien, Beau et al. 2010). Uma
possivel explicacdo é que o alelo Ser680 constitui um factor de risco para uma resposta
anormal a um tratamento de estimulacdo padronizado, podendo estar associado tanto a
uma ma resposta ou uma resposta elevada dependendo de polimorfismos de outros

genes (de Castro, Moron et al. 2004).
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1.8. Objectivos

O presente estudo teve como principais objectivos:

Avaliar a prevaléncia do polimorfismo Asn680Ser do gene do receptor da FSH.

Correlacionar os genoétipos do polimorfismo em estudo com as caracteristicas

biolégicas e clinicas das pacientes submetidas a TRA.

Verificar a existéncia de influéncia do polimorfismo Asn680Ser do gene do
receptor da FSH na forma como as pacientes respondem ao processo de
estimulacdo ovarica. As pacientes foram classificadas em mas respondedoras,

pacientes com resposta normal e pacientes com resposta elevada.
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2.1. Descricao da populacao

Este estudo incluiu 498 pacientes que foram submetidas a uma puncéo folicular seguida
de Fertilizacdo in vitro ou de injeccdo intracitoplasmatica de um espermatozoide no

servico de Reproducédo Humana dos Hospitais da Universidade de Coimbra.

Os critérios de incluséo para o estudo foram: as pacientes terem idade inferior a 40 anos,
0 doseamento sérico de FSH no 3° dia do ciclo anterior ser inferior ou igual a 12 mUl/mL

e histéria de infertilidade com pelo menos um ano de duracéo.

As pacientes envolvidas no estudo assinaram um documento de consentimento

informado.

2.2. Doseamento Hormonal

As determinacdes laboratoriais foram processadas no servico de Patologia Clinica dos
Hospitais da Universidade de Coimbra, em que os niveis de FSH basal (3° dia do ciclo
menstrual) foram obtidos num dos ciclos anteriores a estimulagéo ovarica. Os niveis de

estradiol foram medidos no 5° e 8° dia de estimulagéo.

Os niveis de FSH e estradiol foram determinados por tecnologia quimioluminométrica
directa com recurso ao ADVIA Centaur CP, de acordo com as especificagbes do aparelho
(reagentes: ADVIA Centaur E,-6 Ill e ADVIA Centaur FSH, Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., NY,EU).
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2.3. Protocolo de estimulacéo ovérica

A estimulagéo ovérica € fundamental no processo de reproducéo assistida para que haja
uma maior producdo de ovocitos em metafase Il. O numero de foliculos € controlado

através de ecografia transvaginal e de doseamentos séricos de estradiol.

A estimulacdo da ovulacdo baseia-se em dois tipos de protocolos de estimulagéo
folicular: protocolo longo e protocolo curto.

No protocolo longo, ao 21° dia do ciclo anterior a estimulacdo, é administrado as
pacientes um agonista da GnRH sendo este mantido até ao dia da administracdo da
hCG. Os agonistas da GnRH sé&o utilizados em ciclos de reproducdo medicamente
assistida para bloquear reversivelmente a fungao hipofisaria e evitar um aumento da LH.
A supressao ovarica € avaliada em todas as pacientes ao fim de 12 a 14 dias por
ecografia (endométrio fino e auséncia de quistos foliculares) e através do valor sérico de
estradiol (£50pg/mL), antes da administracdo de gonadotrofinas. A FSH recombinante é
administrada a partir do 3° dia do ciclo menstrual e a dose a administrar depende de
varios factores, entre os quais a idade da paciente e a forma como respondeu em ciclos
anteriores (caso ja tenha estimulagbes anteriores). A monitorizacdo ecografica da
resposta folicular e endometrial, bem como a monitorizacdo da resposta hormonal
através do doseamento de estradiol, sdo realizadas ao 6° dia e ao 8°9° dia de
estimulacdo. Caso se verifigue que o crescimento folicular é insuficiente ou que o nivel
sérico de estradiol é baixo, procede-se a um aumento da dose da FSH recombinante. A
hCG ¢é administrada quando pelo menos dois foliculos atingirem 17 mm para induzir a
maturacao folicular final. A puncdo de ovécitos é realizada 34h ap6s a administracdo de
10000 Ul de hCG.

As mulheres que seguem um protocolo curto de estimulacdo folicular comecam a
administracdo de gonadotrofinas no 3° dia do ciclo. Quando o maior foliculo atingir os
14mm de didmetro é administrado um antagonista da GnRH para prevenir a ovulacéo
espontanea. A monitorizacdo ecografica e os niveis séricos de estradiol sédo avaliados no

50 e 7°/8° dia de estimulacdo. Tal como no protocolo longo, a hCG é administrada quando
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pelo menos dois foliculos atingirem 17 mm para induzir a maturacdo folicular final. A

punc¢éo de ovacitos é realizada 34h apos a administracao de 10000 Ul de hCG.

Para além disso, também é possivel a mulher ser submetida a um protocolo curto com
citrato de clomifeno e FSH recombinante ou hMG (gonadotrofina da menopausa
humana). Neste protocolo, procede-se a estimulagéo folicular com citrato de clomifeno
administrado do 3° ao 7° dia do ciclo em associagcdo com FSH recombinante ou hMG
administrada ao 6°,8° e 10° do ciclo. A monitorizacdo ecogréfica da resposta folicular e
endometrial bem como a avaliacdo da resposta hormonal através do doseamento de
estradiol é realizada ao 9°/10° dia do ciclo. A hCG é administrada quando pelo menos
dois foliculos atingirem 17 mm para induzir a maturagdo folicular final. A pungédo de

ovacitos é realizada 34h apos a administracdo de 10000 Ul de hCG.

2.4. Genotipagem do polimorfismo Asn680Ser do receptor da FSH

2.4.1. Extraccado de ADN

A extraccdo de ADN é feita a partir de sangue total colhido em tudo de EDTA-K3 (4cido
etilenodiamino tetra-acético), através do kit QlAamp DNA Blood Mini (QIAGEN,
Germany), de acordo com o fabricante, acrescentando algumas alteracoes.

Procedeu-se a trés lavagens consecutivas da amostra de 500 pL com 1mL de tampao
tris-EDTA (1M tris;0,5M EDTA, pH=8), centrifugando as amostras a 13000 r.p.m. (20000 x
g) durante 5 minutos e desprezando o sobrenadante a fim de solubilizar os &cidos
nucleicos e de os proteger da degradacéo.

A fim de se dar a lise das células nucleadas, homogeneizou-se a amostra com 20 pL de
protease e adicionaram-se 200 uL de tampao de lise. As amostras foram colocadas no
vortex durante 15 segundos e incubadas a 56°C durante 15 minutos. Adicionaram-se
200pL de etanol absoluto. As amostras foram entéo colocadas no interior de uma coluna
de extraccdo de ADN, centrifugadas a 8000 r.p.m. (6000 x g) durante 1 minuto, tendo
sido desprezado o filtrado e a coluna colocada num novo tubo. Procedeu-se depois a
lavagem com tampédo de lavagem 1 (pela adicdo de 500 yL do mesmo a amostra e

centrifugacdo a 8000 r.p.m. (6000 x g) durante 1 minuto, em que é desprezado o
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sobrenadante e a coluna colocada num tubo novo) e com tampao de lavagem 2 (pela
adicdo de 500 pL do mesmo a amostra e centrifugagéo a 13000 r.p.m.(20000 x g) durante
5 minutos, em que foi desprezado o sobrenadante e a coluna colocada num tubo novo).
A coluna foi entdo colocada num tubo de microcentrifuga e adicionaram-se 100 pL de
tampao de eluicdo. Apds centrifugacao da amostra a 13000 r.p.m. (20000 x g) durante 1
minuto, recolheu-se o ADN no tubo de microcentrifuga.

2.4.2. Quantificagdo de ADN

Procedeu-se a quantificacdo de ADN das amostras por espectrofotometria, com leitura
das absorvancias dos comprimentos de onda de 260 nm. Para este efeito, utilizou-se o
aparelho de espectrofotometria Shimadzu UV-1603. Verificou-se que a concentragédo das

amostras era de aproximadamente 50 ng/pL.

2.4.3. Reaccdo de Polimerizagdo em cadeia

O polimorfismo do gene do receptor de FSH na posi¢céo 680 foi determinado através de
reaccdo de polimerizagdo em cadeia (PCR - Polymerase Chain Reaction), sendo o
substrato desta reaccdo o ADN gendmico previamente extraido. Amplificou-se um
fragmento do exdo 10 do gene do FSHR correspondente a regido entre os nucleotidos
1624 a 2143. O tamanho do fragmento, bem como os oligonucleétidos e a temperatura
de emparelhamento estéo referidos na tabela I. A reacgdo de PCR foi preparada para um
volume final de 25 pL, contendo duas unidades de Taq Polimerase (Invitrogen, CA,EUA),
0,2 yM de dNTP’s, 0,4 uM de cada oligonucleétido, sendo posteriormente amplificada no
termociclador C1000 Thermal Cycler (Biorad, Hercules,EUA).

Posteriormente, realizou-se uma electroforese em gel de agarose a 1,5%, em que 0s
produtos da PCR foram visualizados com recurso ao brometo de etidio, que se intercala
entre os pares de bases de ADN e que apresenta propriedades fluorescentes sob
excitacdo da luz ultravioleta. Todos os produtos de PCR foram fotografados com recurso

a uma camara MiniBis Pro (DNR- Bio-Imaging Systems, Israel).
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Tabela | - Condi¢cbes de amplificacdo por PCR

Exao Tamanho Temperatura de annealing Oligonucleétidos

F: 5’TTTGTGGTCATCTGTGGCTGG3’
Exdao 10 520pb 602C
R: 5’CAAAGGCAAGGACTGAATTATCATT3’

F:sense R: anti-sense

2.4.4. Andlise do polimorfismo de nucledétido Unico do gene do receptor

da FSH através de enzimas de restrigcdo

O polimorfismo Asn680Ser localizado no exdo 10 do gene do receptor da FSH foi
analisado através de enzimas de restricdo por PCR-RFLP (RFLP - Restriction fragment
length polymorphism), conforme apresentado na tabela Il.

O produto da PCR foi digerido com a enzima FastDigest BseNI (Fermentas Life Science
INC., Canadda). A digestao foi optimizada para o volume final de 15 pL, contendo 0,5 pL
de enzima e 5 pL de produto de PCR, consoante instru¢des do fabricante. Os produtos
resultantes da digestdo da endonuclease de restricdo foram visualizados em géis de
agarose a 1,5%, sob luz UV, em que os fragmentos de ADN foram corados com brometo
de etidio e fotografados com o sistema de imagem MiniBis Pro (DNR- Bio-Imaging

Systems, Jerusalem, Israel).

Tabela Il - Condi¢8es para enzima de restricdo

Exao Enzima de Temperatura Tempo de Temperatura de Tempo de
Restricao aquecimento inactivagao inactivacao
10 BseNI 65 2C 5 min 802C 5 min
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2.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente recorrendo ao programa Statistical
Package for the Social Sciences verséo 20.0 (SPSS Inc, EUA).

Realizou-se o teste de Kruskall-Wallis para analise da variancia quando nao se verificou
homogeneidade da variancia a fim de comparar caracteristicas bioldégicas das pacientes e
os resultados do processo de estimulacdo ovarica entre os diferentes genétipos e os
diferentes tipos de resposta. Para avaliar entre que grupos existiam diferencas
estatisticas aplicou-se o teste de Mann-Whitney. Recorreu-se ao teste ANOVA para a
analise da variancia quando se verificou homogeneidade da variancia. Realizou-se ainda
o teste de X para analisar a relacdo de independéncia entre as varidveis qualitativas

nominais.

Verificou-se que a populagdo estava em equilibrio de Hardy-Weinberg para o

polimorfismo estudado.
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3.1. Andlise da populacgéo

Este estudo incluiu 498 pacientes que foram submetidas a TRA no servico de
Reproducdo Humana dos Hospitais da Universidade de Coimbra.

As pacientes tém uma idade média de 34+3,6 anos, sendo o0s niveis de FSH no 3° dia do
ciclo menstrual de 6,3+2 mUI/mL. Para o processo de estimulacdo ovarica, foi
administrada FSH recombinante ou hMG, numa média de 1923,2+588,1 Ul. Apos este
processo, as pacientes apresentavam, no dia da administracdo da hCG, um valor médio
de estradiol de 569,7+407,4 pg/mL e um numero médio de foliculos de 13+7,6. A média
de ovdcitos obtidos ap6s puncéo folicular foi de 9+6,5, sendo a taxa de gravidez de
26,8%.

Para uma paciente ser classificada como mé respondedora tem de apresentar pelo
menos dois ciclos anteriores de ma resposta (com trés ou menos ovAcitos) ou apresentar
um episédio anterior de ma resposta e ter um teste de reserva ovarica anormal (AMH
inferior a 0,5 ng/mL). Ter idade avancada também é um factor para a classificacdo das
mas respondedoras. No entanto, uma vez que a legislacdo portuguesa ndo permite a
realizacao de técnicas de reproducéo assistida em mulheres com idade igual ou superior
a 40 anos nas unidades publicas (circular da administragdo Central de Sistemas de
Salde (ACSS), de 12 de Agosto de 2010), neste estudo o critério idade ndao pode ser

aplicado para classificar as pacientes como mas respondedoras.

Y

Uma vez que nado existe consenso relativamente a classificacdo das pacientes com
resposta elevada, considerou-se que dois ciclos de estimulagdo com doze ou mais
ovacitos ou um ciclo de estimulacdo com quinze ou mais ovOcitos obtidos apds puncao

folicular seriam critérios para classificar uma resposta elevada.
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3.2. Identificacdo do gendtipo do receptor da FSH

O gendtipo do receptor da FSH foi determinado através da técnica de PCR-RFLP com
recurso a uma enzima de restricdo que tem local de corte no coddo 680 do exdo 10 do
FSHR. A transicao de uma adenina por uma guanina no nucleétido localizado na posi¢ao
2039 leva & troca do aminoacido na posi¢éo 680, de asparagina (AAT) para serina (AGT).
Nesta situacdo a enzima vai criar um local de corte. A presenca de uma banda néo
digerida (520pb) indica que estamos perante uma homozigotia para o genoétipo Asn/Asn.
A existéncia de bandas digeridas (413pb) indica uma homozigotia para o alelo serina, ao
passo que a presenca de duas bandas, uma digerida e outra ndo, traduz uma
heterozigotia Asparagina/Serina (figura 6). No gel de agarose, juntamente com as
amostras, também se corre um controlo positivo, que corresponde a um controlo interno
da reacgédo cujo gendtipo ja é conhecido a fim de verificar a reprodutibilidade do teste, e

um controlo negativo (controlo ndo-digerido), que corresponde a um produto de PCR sem

adicdo de enzima de restrigcdo a fim de confirmar a auséncia de contaminagéo.

Figura 6 — Andlise do polimorfismo Asn680Ser do gene do receptor da FSH por PCR-RFLP. Apos digestdo do
produto da PCR com a enzima de restrigdo BseNlI, o gel de agarose a 1,5% revela os ‘padrdes’ apresentados. Os
pocos 2,3,4,6,7,8 apresentam duas bandas, de 520 e 413 pb, que correspondem a variante Asn/Ser, enquanto que
0 pocgo 5 apresenta uma banda de 520 pb correspondente a variante Asn/Asn e os pocos 1,9 e 10 apresentam
uma banda de 413 pb que corresponde a variante alélica Ser/Ser. M representa 0 marcador de peso molecular de
100 pb. Pos representa o controlo positivo e N/D o controlo ndo digerido.
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3.3. Correlacdo dos diferentes genotipos do receptor da FSH com os
parametros clinicos e biolégicos

Investigou-se a distribuicdo do polimorfismo de nucleétido Unico Asn680Ser em 498
pacientes submetidas a um processo de estimulacdo ovérica. A distribuicdo dos
diferentes gendtipos na amostra € de 35,6% para a variante genotipica Asn/Asn, 49,8%
para Asn/Ser e 14,6% para o genétipo Ser/Ser. A média da idade das pacientes €
semelhante em todos os grupos, 34+4 anos. Procedeu-se a analise dos parametros
clinicos e biolégicos tendo em conta as variantes genotipicas (Asn/Asn, Asn/Ser,

Ser/Ser). Os resultados encontram-se resumidos na tabela Ill.

Tabela Il — Caracteristicas clinicas e biolégicas das 498 pacientes submetidas a TRA, agrupadas de acordo com o polimorfismo do receptor da FSH

Idade FSH basal E; 52 dia ne foliculos E; dia hCG n2 foliculos Dose FSH (U1) Ovécitos Taxa de
(mUl/mL) (pg/mL) 5edia (pg/mL) dia hCG obtidos gravidez
Asn/Asn 34+3,5 599+1,9 526 + 385 106 2042 +1471,3 13+7 1950,6 + 579 9+6 23,1%
Asn/Ser 34+3,6 6,39+2 610 +431,8 106 1942,3 +1371 13+8 1919,9 +593,2 9+6 32,1%
Ser/Ser 34+3,7 6,43 +2,2 564 £ 395,2 107 1705,3 + 960,5 13+9 1836,7 +585,8 8+8 25%

Teste de Kruskal Wallis para andlise da variancia

Apesar de ndo existirem diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos no
qgue diz respeito a quantificacdo da FSH basal (p=0,100), o grupo das pacientes
portadoras da variante genotipica Ser/Ser parece ter uma tendéncia para apresentar
valores de FSH no 3° dia do ciclo menstrual (FSH basal) ligeiramente mais elevados
(6,43 £ 2,2 mUI/mL). A dose de gonadotrofinas necessarias para o processo de
estimulacéo ovarica, bem como os niveis de estradiol no 5° dia de estimula¢éo e no dia
da administracdo da hCG néo apresentam diferencas estatisticamente significativas para
as trés variantes genotipicas. Independentemente do genoétipo, as pacientes
responderam de forma semelhante ao processo de estimulagédo ovarica, apresentando
um numero médio de foliculos no dia da administracdo da hCG semelhante, bem como
um numero de ovdcitos obtidos apos puncao folicular similar. A taxa de gravidez néo

apresenta diferencas significativas quando analisada tendo em conta os diferentes
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gendtipos (23,1% para a variante Asn/Asn, 25% para a variante Ser/Ser e 32,1% para a
variante genotipica Asn/Ser).

3.4. Correlacédo dos diferentes tipos de resposta ovarica com os parametros
clinicos e bioldgicos

Tendo em conta a classificagcdo das pacientes consoante o tipo de resposta ovérica,
observou-se que 10,7% das pacientes sdo mas respondedoras, ao passo que 70,8%
obtiveram uma resposta normal e 18,5% apresentaram uma resposta elevada apos
estimulacdo ovarica. Ao avaliar o valor da FSH basal de acordo com a resposta a
estimulacgéo, verificou-se que ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre
0s trés grupos (p=0,248); (Tabela IV).

Tabela IV- Caracteristicas clinicas e biolégicas das 498 pacientes submetidas a TRA, agrupadas de acordo a resposta ao processo de estimulagao ovarica

FSH basal E,52 dia ne foliculos E,dia hCG n2 foliculos Ovdcitos Taxa de
Idade Dose FSHy (Ul)
(muUl/mL) (pg/mL) 52dia (pg/mL) dia hCG obtidos gravidez
e a,b de h i j
34 43,5 6,43+2,5 430,2 +301,2" 7+6 1312,3 + 958,2 9+8 2144,4 +599,9 3+3 3%
resposta
Resposta ac of h .
34+3,7 6,34+2,1 554,8 +407,3" 10+6 1791,3+ 1271,4 12+6,4 1915,8 + 573,6 7+4 28 %"
normal
Resposta b df h ; .
33+3,5 59+1,4 696,4 +432,6 14+7 7 2846,9 + 1442,5 E 20+7,6 1857 +627,3 19+6 29,1%'
elevada

Teste de Kruskal Wallis para andlise da variancia, excepto para FSH, em que foi realizado o teste ANOVA

b,d,g,h,j <0,001 c,f k,l<0,01 a,e,i<0,05

Verificou-se haver homogeneidade entre os diversos tipos de resposta no que diz
respeito a idade (més respondedoras: 34+3,5 anos, pacientes com resposta normal:
34+3,7 anos, e pacientes com resposta elevada: 33+3,5 anos). O grupo das mas
respondedoras apresentou niveis de estradiol no 5° dia de estimulacdo e no dia da hCG
mais baixos relativamente aos dois outros grupos (p<0,001); (Figura 7). O numero de
foliculos visiveis por ecografia, tanto no 5° dia de estimulagdo como no dia da hCG,

também ¢é inferior no grupo das mas respondedoras quando comparado com as

pacientes que apresentam resposta normal e elevada (p<0,001). As pacientes mas
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respondedoras foram estimuladas com maior dose de gonadotrofinas quando
comparadas com o grupo das pacientes que desenvolveram uma resposta elevada
(p=0,023); (Figura 8). As pacientes classificadas como mas respondedoras apresentam
uma taxa de gravidez muito baixa (3%), enquanto que as pacientes com resposta normal
e elevada apresentam uma taxa de gravidez semelhante, 28% e 29,1%, respectivamente
(p=0,007).
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4000 T Figura 7 — Distribuicao do estradiol no dia da hCG
tendo em conta a resposta a estimulagdo ovarica.
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3.5. Avaliacédo daresposta a estimulacdo ovarica com base no genotipo

Pretendeu-se verificar se o polimorfismo de nucle6tido Unico na posicédo 680 do gene do
FSHR poderia interferir na eficacia das TRA (tabela V; p<0,001). De entre as pacientes
Asn/Asn, apenas 5,4% sao mas responderas, 75,9% apresentam uma resposta normal e
18,7% tém uma resposta elevada, havendo diferencas estatisticamente significativas
entre os trés tipos de resposta. Tal como a variante genotipica Asn/Asn, também o
genotipo Asn/Ser esta mais fortemente associado a obtencdo de uma resposta normal
(73,3%), sendo que 8,2% das pacientes Asn/Ser sdo mas respondedoras e 18,5%
apresentam uma resposta elevada, havendo diferengas estatisticamente significativas
entre os trés tipos de resposta. De entre o grupo das pacientes com genétipo Ser/Ser,
32,4% sdo mas respondedoras, 50% obtiveram uma respostam normal e 17,6%
apresentaram uma resposta elevada, sendo que apenas existe diferenca estatisticamente
significativa entre as pacientes gue desenvolveram uma reposta normal e as que

desenvolveram uma resposta elevada (p=0,001).

Tabela V — Analise dos diferentes genétipos do polimorfismo do receptor da FSH tendo em conta a resposta a
estimulacéo ovarica

M4 resposta Resposta normal Resposta elevada Total
Asn/Asn 5,4% *° 75,9% *° 18,7% "¢ 100%
Asn/Ser 8,2% ' 73,3% °° 18,5% ©' 100%
Ser/Ser 32,4% 50% ¢ 17,6% ° 100%

a,b,d,e<0,001 cfg<0,01

A ma resposta ovarica é representada maioritariamente por pacientes portadoras do
gendtipo Ser/Ser (44%), sendo que as pacientes Asn/Ser e Asn/Asn representam,
respectivamente, 38% e 18% da ma resposta ovarica (tabela VI). No entanto, apenas
existe diferenca estatisticamente significativa entre a distribuicdo do genétipo Asn/Asn e
Ser/Ser nas mas resposndedoras (p=0,02). Por outro lado, a resposta normal é
representada maioritariamente pelo genétipo Asn/Ser (51,5%), sendo que as variante
Ser/Ser representa apenas 10,3% da resposta normal (p<0,001). A variante Ser/Ser
também esta fracamente associada a obtencédo de uma resposta elevada ao processo de
estimulacdo ovarica, sendo que apenas 14% das pacientes que apresentam uma

resposta elevada séo portadoras do genétipo Ser/Ser.
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Tabela VI — Andlise da resposta a estimulacéo ovarica com base no polimorfismo do receptor da FSH

Marespondedora Resposta normal Resposta elevada
Asn/Asn 18%* 38,2%"° 36% °
Asn/Ser 38% 51,5% ¢ 50%"
Ser/Ser 44%° 10,3%"¢ 14%°"
Total 100% 100% 100%

b,c,f<0,001 a,de <0,05
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A FSH é essencial para assegurar as normais fungdes reprodutoras. Devido a importante
accdo da FSH na esteroidogénese ovarica e no crescimento folicular, a presenca de
polimorfismos ou mutacdes no gene do FSHR podem afectar a capacidade reprodutiva
(Gromoll, Simoni et al. 1996). A identificagdo do polimorfismo Asn680Ser do FSHR levou
a investigacao do seu valor como potencial preditor da resposta ovarica apés estimulagéo
exogena para realizacdo de Fertilizagdo in vitro ou injeccao intracitoplasmatica de um

espermatozoide.

4.1. Caracteristicas clinicas e bioldgicas associadas ao genétipo

Os niveis séricos da FSH no terceiro dia do ciclo menstrual prevéem a resposta ovarica,
considerando a existéncia de variacdo intra-individual de ciclo para ciclo (Loutradis,
Elsheikh et al. 2004). Ao contrario de alguns estudos anteriores que sugerem que a
variante genotipica Ser/Ser é mais prevalente entre as pacientes com niveis de FSH
basal significativamente mais elevados (Perez Mayorga, Gromoll et al. 2000; Loutradis,
Patsoula et al. 2006; Yao, Cai-hong et al. 2011), verificou-se ndo haver diferencas
estatisticamente significativas entre os trés grupos no que diz respeito ao valor de FSH
basal, provavelmente devido ao facto de niveis de FSH superiores a 12 mUI/mL serem
um critério de exclusdo. Estudos mais recentes apresentam resultados semelhantes aos
obtidos no nosso estudo, segundo os quais as concentracdes séricas de FSH basal ndo
diferem entre as variantes do polimorfismo Asn680Ser (Kuijper, Blankenstein et al. 2010;
Sheikhha, Eftekhar et al. 2011). No entanto, e apesar de n&o apresentar diferenca
estatisticamente significativa, a variante Ser/Ser parece apresentar uma ligeira tendéncia
para se associar a valores de FSH basal mais elevados, possivelmente devido a
alteragdes no mecanismo de ‘feedback’, o que leva a um aumento natural da FSH como

mecanismo compensatério (Behre, Greb et al. 2005).

Kuijper et al. demonstraram que a etnia ndo tem influéncia no valor da FSH basal
(Kuijper, Blankenstein et al. 2010). No entanto, estes autores verificaram haver diferencas
na distribuicdo do gendtipo do polimorfismo Asn680Ser do FSHR na populagdo com
problemas de infertilidade tendo em conta as diversas etnias. Relativamente a variante
genotipica Ser/Ser, o estudo mostrou que 10,5% da populagdo asiatica apresenta este

genotipo, ao passo que representa 21,5% na populacdo caucasiana e 22,3% na

m Discussao



a Influéncia do polimorfismo no gene do receptor da FSH na forma como as pacientes respondem ao
Capitulo IV . .
tratamento de estimulagdo ovarica

populacdo mediterranica (Kuijper, Blankenstein et al. 2010). No nosso estudo, a andlise
da frequéncia dos genétipos mostrou que a variante Ser/Ser esta presente em 14,6% das
pacientes, frequéncia esta inferior & apresentada no estudo anteriormente referido para a
populagdo caucasiana. No entanto, a distribuicdo da variante Asn/Ser na populagédo
caucasiana no nosso estudo € similar a distribuicdo apresentada no estudo anterior

(48,9% e 49,8%, respectivamente).

Perez-Mayorga et al. (Perez Mayorga, Gromoll et al. 2000) observaram que a dose de
FSH exdgena necesséria para um processo de estimulagdo apropriado €
significativamente superior para a variante Ser/Ser uma vez que este receptor seria
menos sensivel & ac¢do da FSH. Por outro lado, a variante Asn/Asn estaria associada um
receptor mais sensivel a FSH, sendo que as portadoras desta variante apresentam niveis
de FSH basal mais baixos relativamente ao genétipo Ser/Ser (Perez Mayorga, Gromoll et
al. 2000), pelo que necessitam de doses menos elevadas de gonadotrofinas para o
processo de estimulagdo ovarica (Behre, Greb et al. 2005). No entanto, as pacientes
submetidas a TRA que estdo englobadas neste estudo parecem nao ser favorecidas pela
presenca do gendétipo Asn/Asn, uma vez que ndo ha diferencas estatisticamente
significativas entre as trés variantes genotipicas no que diz respeito a dose de FSH
exogena necessaria para o processo de estimulagdo, ou seja, parece que o0 receptor
Asn/Asn ndo sera mais sensivel & accdo da FSH. Deste modo, o polimorfismo Asn680Ser
parece ndo ter uma influéncia directa na quantidade de FSH exd6gena a administrar.
Embora sem significado estatistico, o genétipo Ser/Ser mostra uma tendéncia para
apresentar niveis mais baixos de estradiol no dia da administragdo da hCG. Esta
resposta mais baixa pode ser ultrapassada através do aumento da dose de FSH
recombinante a administrar, isto €, para atingir niveis de estradiol semelhantes, as
pacientes homozigéticas Ser680 necessitam de maior dose de FSH exdgena quando
comparadas com as pacientes Asn/Asn e Asn/Ser. Um estudo de Yao et al. (Yao, Cai-
hong et al. 2011) demonstra haver diferencas na dose de FSH exdgena a administrar
dependendo da etnia, observando que na populacdo asiatica, as pacientes Ser/Ser
necessitam de uma dose notavelmente superior de FSH exd6gena para o processo de
estimulacdo, o que nado se verifica na populacdo caucasiana. Aquando prescricdo da
dose de FSH exdgena necessaria para a estimulagdo ovarica ndo é tido em conta o

genotipo da paciente (Boudjenah, Molina-Gomes et al. 2012).

Contudo, o resultado das TRA, definido pelo nimero de ovdcitos obtidos apds puncéo

folicular ou pela taxa de gravidez, ndo foi afectado pelo polimorfismo em estudo. As trés
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variantes genotipicas apresentam um numero semelhante de foliculos pré-ovulatérios e
de ovacitos obtidos apds puncéo folicular. Para além disso, ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas no que diz respeito a taxa de gravidez, apesar do grupo
Asn/Ser apresentar uma taxa superior (32,1%) em comparacdo com o grupo Ser/Ser e
Asn/Asn que apresentam uma taxa de gravidez de 25% e 23,1%, respectivamente. Este
resultado sugere que o tratamento foi igualmente bem-sucedido, independentemente da
isoforma do FSHR, o que vai ao encontro do estudo de Anagnostou (Anagnostou,
Mavrogianni et al. 2012), que verificou ndo haver predominio de nenhum gendtipo sobre
outro relativamente as taxas de gravidez. Um estudo recente demonstra ndo haver
diferencas na resposta ao tratamento de estimulacdo ovarica em mulheres com
diferentes polimorfismos no coddo 680 do gene do FSHR (Mohiyiddeen, Newman et al.
2012).

4.2. Caracteristicas clinicas e bioldgicas associadas a resposta ovarica

A ma resposta ovarica perante um processo de estimulacdo nédo € incomum e é um factor
preditor de uma baixa taxa de gravidez (Hellberg, Waldenstrom et al. 2004). Embora se
pudesse pensar que a ma resposta poderia ser superada simplesmente através do
aumento da dose de gonadotrofinas, a literatura sugere que tal ndo se verifica. As
pacientes mas respondedoras apresentam uma resposta deficiente mesmo apds
estimulacdo com doses mais elevadas de gonadotrofinas, podendo mesmo levar ao
cancelamento do ciclo de estimulagédo (Keay, Liversedge et al. 1997). De facto, as mas
respondedoras, apesar de terem sido estimuladas com maior dose de FSH exdgena
relativamente aos outros grupos, representam o grupo que apresentou menor namero de
foliculos no dia da administracdo da hCG, bem como menor concentragdo sérica de
estradiol no dia da hCG. Consequentemente, as mas respondedoras apresentam uma
baixa taxa de gravidez (Garcia, Jones et al. 1983). De facto, verificou-se que as pacientes
mas respondedoras apresentam uma taxa de gravidez muita baixa (3%) em relacao as
pacientes com resposta normal e elevada (28% e 29,1%, respectivamente). Por outro
lado, tem sido relatado em varios estudos que a obtencdo de 5 a 15 ovdcitos obtidos
apo6s puncao folicular pode conduzir a uma boa evolucdo clinica das TRA, isto é, uma

paciente que tenha uma resposta normal ao processo de estimulacao ovarica apresenta
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maior probabilidade de éxito das TRA (De Vries, De Sutter et al. 1999; Sharma, Allgar et
al. 2002)

A nocdo que uma paciente tem niveis elevados de FSH basal como resultado de um
receptor menos sensivel pode ter implicacbes na concentracdo da FSH exégena a
administrar a fim de se obter maior nimero de foliculos pré-ovulatérios. No entanto, ndo
se obteve correlacdo entre os niveis de FSH basal e de FSH exdgena administrada uma
vez que nao se verificaram diferencas estatisticamente significativas no que diz respeito
aos niveis de FSH basal, apesar de parecer haver uma ligeira tendéncia para as mas
respondedoras apresentarem niveis de FSH basal mais elevados.

A homogeneidade nos diferentes tipos de resposta no que diz respeito ao factor idade
poder-se-a dever ao facto de mulheres com idades mais avancada, a partir dos 40 anos
de idade, ndo fazerem parte do estudo uma vez que a legislacdo portuguesa ndo permite
a realizacdo de TRA nestas pacientes em unidades publicas (circular da Administracéo
Central de Sistemas de Saude (ACSS), de 12 de Agosto de 2010). Deste modo, a
diminuicdo da reserva ovarica pelo aumento da idade, que também pode ser um factor

gue conduz a uma ma resposta, nao teve influéncia directa nos resultados obtidos.

4.3. Influéncia do genétipo na resposta ovarica

Seria de grande utilidade conseguir identificar as mas respondedoras antes de darem
inicio ao processo de estimulacdo para ajudar a garantir que recebam uma dose
optimizada de gonadotrofinas. A genotipagem do polimorfismo Asn680Ser no gene do
FSHR pode fornecer um meio de identificacdo das pacientes mas respondedoras antes
do inicio das TRA (Simoni, Tempfer et al. 2008).

Observou-se que a distribuicdo genotipica no grupo das pacientes com resposta elevada
e resposta normal é semelhante uma vez que, em ambos 0s grupos, o genotipo Ser/Ser é
pouco representado (10,3% e 14%, respectivamente), havendo um predominio do
genotipo Asn/Ser (51,5% e 50%, respectivamente). Este predominio pode ser o resultado
de uma resposta ovarica mais rapida a estimulacdo exdgena, possivelmente devido a

maior eficiéncia do FSHR associado a variante Asn/Ser (Loutradis, Patsoula et al. 2006).
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Em contrapartida, também existe maior risco das pacientes portadoras da variante
genotipica Asn/Ser desenvolverem SHO em consequéncia do desenvolvimento de uma
resposta exagerada ao processo de estimulacdo ovarica. Nenhuma das pacientes
submetidas a TRA englobadas neste estudo desenvolveu esta complicacdo, induzindo-se
o cancelamento do ciclo caso apresentassem indicios de poder desenvolver SHO. Um
estudo de Daelemans et al. (Daelemans, Smits et al. 2004) apresentou uma maior
frequéncia da variante Ser/Ser em pacientes com SHO. No entanto, a variante Asn/Asn
esta associada a um SHO mais grave. O estudo do genoétipo ndo permite deste modo
determinar quais sdo as pacientes que estdo em risco de desenvolver este sindrome

mas, em contrapartida, poderd prever a gravidade dos sintomas (Rizk 2009).

Um estudo retrospectivo em pacientes submetidas a TRA demonstrou haver uma
associacao entre a presenca da variante Ser/Ser e uma menor sensibilidade a FSH, isto
€, maior probabilidade de ma resposta ovérica (de Castro, Ruiz et al. 2003). De facto,
esta variante genotipica representa 44% das mas respostas, ao passo que Asn/Asn
representa somente 18% das mas respondedoras. No entanto, o genétipo Asn/Ser

também é bastante representativo da ma resposta ovarica.

Quando se analisa 0 genétipo tendo em conta a resposta ovarica, verifica-se que, dentro
da variante Ser/Ser, 50% das pacientes apresentam resposta normal e 32,4% sao mas
respondedoras. As portadoras da variante Ser/Ser apresentam menor probabilidade de
desenvolver resposta elevada. Observou-se que as pacientes Asn/Asn e Asn/Ser tém
baixa probabilidade de vir a desenvolver uma ma resposta (5,4% e 8,2%,
respectivamente), estando estas duas variantes associadas a obtencdo de uma resposta
normal. Sendo assim, parece haver uma tendéncia para as pacientes Ser/Ser
apresentarem uma ma resposta ovarica quando comparadas com as pacientes

portadoras dos outros genotipos.

E possivel que o polimorfismo Asn680Ser do FSHR apenas tenha impacto na resposta
ovarica e no recrutamento folicular quando na presenca de outros polimorfismos
(Anagnostou, Mavrogianni et al. 2012). Existem varios estudos que analisam o
polimorfismo Asn680Ser em associacdo com outro polimorfismo situado na regido
codificante do exao 10 do FSHR — Thr307Ala. Simoni et al. (Simoni, Gromoll et al. 1999)
demonstraram que estes dois polimorfismos estariam em desequilibrio de ligacdo, o que
poderia resultar em duas combinacbes das isoformas do receptor de FSH, sendo a
variante alélica Ala307-Ser680 a mais prevalente (Livshyts, Podlesnaja et al. 2009). Dada

a existéncia de um desequilibrio entre estes dois polimorfismos, tornar-se-ia
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desnecessério o estudo de ambos. No entanto, um estudo recente pde em causa esta
ligacdo entre os dois polimorfismos acima referidos (Rodini, Genro et al. 2011). Sendo
assim, o estudo de ambos os polimorfismos podera ser relevante para prever a forma

como as mulheres irdo responder ao processo de estimulagdo ovarica.
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Actualmente, dado o aumento do recurso as TRA por parte dos casais com problemas de
infertilidade, tornou-se importante a optimizagdo do processo de estimulacdo ovarica.
Para além disso, o sistema nacional de saude financia apenas trés tratamentos de
fertilidade por mulher (circular da Administracéo Central de Sistemas de Saude, de 12 de
Agosto de 2010), dai a extrema importdncia do sucesso dos tratamentos desde a

primeira estimulagao.

Para tal estudou-se a hipétese do polimorfismo na posicdo 680 do exdo 10 do gene do
receptor da FSH influenciar a resposta ovarica. De facto, parece existir uma associacao
entre este polimorfismo do receptor da FSH e a forma como as pacientes respondem ao
tratamento de estimulacao ovarica. No entanto, e uma vez que esta relagdo nao € linear,
ndo se pode estabelecer a dose de FSH recombinante a administrar unicamente com
base no polimorfismo Asn680Ser, isto é, ndo se pode prever de forma objectiva a forma
como a mulher ira responder ao processo de estimulacdo ovarica tendo por base
unicamente o polimorfismo em estudo. No entanto, pode-se inferir que uma paciente
portadora do gendtipo Asn/Asn ou Asn/Ser apresenta baixa probabilidade de vir a
desenvolver uma ma resposta ovarica. Pelo contrario, uma paciente Ser/Ser tem maior
probabilidade de vir a desenvolver uma ma resposta e, por isso, apresenta maior risco de

cancelamento do ciclo de estimulacao.

No entanto, e uma vez que esta associa¢do nao € linear, como referido anteriormente, o
alelo Ser680 isoladamente podera néo ser suficiente para causar uma ma resposta
perante uma estimulagdo com gonadotrofinas. Esta hipotese € apoiada pelo facto de ndo
existirem diferengas biologicas entre as diferentes variantes genotipicas (uma vez que
todas as pacientes apresentaram uma média da FSH basal semelhante) nem clinicas
(uma vez todos o0s grupos apresentaram valores de estradiol, nimero de foliculos e de
ovacitos obtidos apds puncéo folicular semelhantes). Para além disso, todas as variantes

genotipicas apresentaram taxas de gravidez semelhante.

De salientar que existe uma grande heterogeneidade de resultados publicados no que diz
respeito a eficacia de um marcador genético para avaliar a predisposi¢do da resposta
ovarica. Esta heterogeneidade pode expressar-se pela diferente susceptibilidade
individual resultante da contribuicdo de multiplos factores (genéticos e ambientais) para

um determinado efeito fenotipico.
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