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RESUMO

Introducéo: A resposta ovdrica a terapéutica com FSH recombinante exibe uma grande
variabilidade individual, pelo que os genes relacionados com o mecanismo de agdo da
FSH tém sido amplamente estudados. Neste estudo, investigamos a associa¢do entre o
polimorfismo Asn680Ser do FSHR e a resposta ovarica de mulheres submetidas a

técnicas de RMA.

Material e Métodos: Este estudo retrospetivo incluiu 563 mulheres inférteis, com idade
inferior a 40 anos ¢ com uma concentragdo sérica de FSH no 3° dia de um ciclo
menstrual anterior entre 1 e 12 UI/L. As pacientes foram submetidas a protocolos de
estimulacdo ovarica controlada com FSH recombinante e a resposta ovarica foi
classificada de acordo com o numero de ovdcitos obtidos por ciclo de tratamento. Apds

extracdo de ADN gendmico, o polimorfismo foi analisado pela técnica de PCR-RFLP.

Resultados: A distribuicdo das variantes genotipicas do polimorfismo foi de 38,4%
para Asn/Asn, de 46,5% para Asn/Ser e de 15,1% para Ser/Ser. As concentragdes
séricas de FSH, LH e E2 aos 3° e 23° dias de um ciclo menstrual anterior foram
semelhantes entre os trés genotipos. O nimero de foliculos pré-ovulatérios, de ovocitos
e de ovocitos maduros obtidos no ciclo de estimulagdo ovérica, assim como a
classificacdo da resposta, foi semelhante entre os trés genotipos. O doseamento sérico
de AMH apresentou diferencas estatisticamente significativas entre as mulheres com ma
resposta, resposta normal e resposta aumentada (1,7 = 1,8, 3,0 £ 2,5 ¢ 6,5 £ 4,7

respetivamente, com p <0,001).



Discussao: O gendtipo do polimorfismo Asn680Ser ndo parece influenciar a
concentragdo sérica de FSH no 3° dia do ciclo menstrual nem os resultados do processo
de estimulagdo ovarica com FSH recombinante. A AMH parece ter elevada
aplicabilidade clinica, permitindo a previsao de ma resposta e de resposta aumentada, o

que pode resultar em adaptagao do protocolo de estimulacio ovérica.

Conclusdao: A resposta ovarica a estimulacio com FSH nd3o parece depender do

gendtipo do polimorfismo Ans680Ser.

Palavras-chave: Hormona Foliculo-estimulante; Recetor da FSH; Polimorfismo;

Estimulagao Ovarica; Hormona Anti-miilleriana.



ABSTRACT

Introduction: Ovarian response to recombinant FSH therapy shows a high individual
variability. For this reason, genes related to the FSH action mechanism have been
extensively investigated. In this study, we investigated the association between FSHR
Asn680Ser polymorphism and ovarian response in women submitted to assisted

reproduction technology procedures.

Materials and methods: This retrospective study included 563 infertile women below
the age of 40 and with serum FSH levels on the 3™ day of a previous menstrual cycle
between 1 and 12 IU/L. The patients were submitted to controlled ovarian stimulation
protocols using recombinant FSH and the ovarian response was classified according to
the number of retrieved oocytes per treatment cycle. After the extraction of the genomic

DNA, the polymorphism was analysed using the PCR-RFLP technique.

Results: The distribution of the genotypic variants of the polymorphism was 38,4% for
Asn/Asn, 46,5% for Asn/Ser and 15,1% for Ser/Ser. Serum FSH, LH and E2 levels on
the 3" and 23" day of a previous menstrual cycle were similar among these three
genotypes. The number of preovulatory follicles, retrieved oocytes and mature oocytes
per treatment cycle, as well as the classification of ovarian response, was similar among
these three genotypes. Serum AMH levels showed significant statistical differences
between poor response, normal response and increased response groups (1.7 £ 1.8,

3.0 £ 2.5 and 6.5 + 4.7 respectively, with p <0.001).



Discussion: The genotype of the Asn680Ser polymorphism does not seem to influence
neither the serum FSH concentration levels on the 3™ day of the menstrual cycle or the
outcomes of the ovarian stimulation to recombinant FSH. AMH seems to have high
clinical applicability, allowing the prediction of both poor and high response, which

might result in adjustments to the ovarian stimulation protocol.

Conclusion: Ovarian response to FSH therapy does not seem to be dependant of the

genotype of the Asn680Ser polymorphism.

Keywords: Follicle-stimulating Hormone; FSH Receptor; Polymorphism; Ovarian

Stimulation; Anti-miillerian Hormone.
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1. INTRODUCAO

A estimulacdo ovérica controlada é um pilar das técnicas de reprodugdo
medicamente assistida (RMA) e tem como objetivo o desenvolvimento de multiplos
foliculos e consequente obtengdo de um nimero 6timo de ovodcitos maduros por ciclo de
tratamento, possibilitando a sele¢cdo do embrido mais viavel para transferir. Apesar do
progresso nos protocolos de estimulagdo com gonadotrofinas, a resposta ovdrica
continua a ser imprevisivel, mesmo em mulheres com perfis hormonais idénticos,
variando desde uma ma resposta até resposta aumentada. De acordo com os critérios da
Sociedade Europeia de Reprodugdo Humana e Embriologia, considera-se uma ma
resposta quando se obtém 3 ou menos ovécitos num ciclo de estimulagdo.' Ainda que
ndo exista um consenso, alguns estudos consideram uma resposta aumentada quando se
obtém um numero de ovoécitos igual ou superior a 15, por ciclo de estimulagdo.” A
resposta aumentada pode ocasionar sindrome de hiperestimulagio ovérica (SHO)™*, que
ocorre na pratica clinica como uma complica¢do iatrogénica potencialmente grave,

, . oq: 2,5
resultando no aumento do volume ovérico e da permeabilidade vascular.”

A idade e a reserva ovdrica tém sido descritas como dois fatores-chave da
resposta ovarica. Contudo, o gendtipo da mulher parece ter também um papel relevante
na variabilidade individual da resposta & terapéutica com gonadotrofinas." Os genes
relacionados com os mecanismos de acdo da hormona foliculo-estimulante (FSH) tém
assumido especial relevincia no estudo das causas desta variabilidade.® A FSH
desempenha um papel determinante na reprodu¢do humana, atuando ao nivel do eixo

hipotalamo-hipdfise-gonadal. Esta hormona ¢ produzida pela hipdfise anterior, sob
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estimulacdo pulsatil da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH), ¢ no ovério

estimula a maturagdo folicular e a produgdo de estrogénios’ (Ilustragdo 1).
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Iustracéo 1 - Representag@o esquematica do eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal

A acdo da FSH ¢ mediada pela interacdo com o seu recetor especifico (FSHR),
localizado na superficie das células da granulosa.®” O FSHR é um recetor
transmembranar acoplado a proteina G que utiliza a adenosina monofosfato ciclica
(AMPc) como segundo mensageiro. O gene do FSHR localiza-se no cromossoma
2p21-16 e ¢ constituido por 10 exdes. Entre os cerca de 1300 single-nucleotide

polymorphisms (SNPs) identificados no gene do FSRH, oito localizam-se na regido
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codificante e seis sdo ndo-sinénimos.” Os dois SNPs mais investigados em termos de
frequéncia e distribui¢do étnica ocorrem nos nucleotideos 919 e 2039 do exao 10,
ocupando as posi¢cdes 307 e 680, respetivamente, na cadeia de aminoacidos da
proteina.® O primeiro SNP, o Thr307Ala, localiza-se no dominio extracelular e resulta
da substituicdio do aminoéacido treonina (Thr) pelo aminoacido alanina (Ala),
introduzindo um potencial local de fosforilagdo. O segundo SNP, o Asn680Ser,
localiza-se no dominio intracelular e resulta da substituicdo do aminoacido asparagina
(Asn) pelo aminodcido serina (Ser), removendo um potencial local de glicosilacio
(Ilustragdo 2). Os dois SNPs encontram-se em forte desequilibrio de ligacgdo,
nomeadamente nos caucasianos, resultando em dois haplotipos predominantes: Thr307-
Asn680 ¢ Ala307-Ser680.” Por uma questio de simplificagdo, muitos estudos focam-se

exclusivamente no polimorfismo Asn680Ser.
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Iustracéo 2 - Representacdo esquematica do FSHR e dos polimorfismos Thr307Ala e Asn680Ser
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A ideia original de que estes polimorfismos podem influenciar a concentragao
sérica de FSH e modular a resposta ovarica a estimulagdo com gonadotrofinas foi
apresentada em 2000.'"° Num estudo retrospetivo abrangendo 161 mulheres
normovulatorias submetidas a protocolos de estimulacdo ovarica controlada, Mayorga
et al. demonstrou que as mulheres portadoras do haplétipo Ala307-Ser680 sdo menos
sensiveis a FSH, pelo que estas mulheres apresentam niveis basais de FSH
significativamente mais altos, requerendo uma maior dosagem de FSH exdgena para
obter uma resposta ovarica idéntica.'” Apesar de resultados semelhantes terem sido

11-16

obtidos em estudos subsequentes, alguns resultados contraditérios foram também

publicados.'”'®

Um estudo prospetivo recente de Mohiyiddeen et al., englobando 421
mulheres inférteis, ndo encontrou qualquer associagdo entre o polimorfismo Ans680Ser
e a resposta ovarica.'® Assim sendo, o papel destes polimorfismos como preditores da
resposta ovarica ndo esta completamente esclarecido, pelo que os seus efeitos na

modula¢do da atividade da FSH e consequentes resultados da estimulacdo ovarica

controlada é motivo de controvérsia.

Como o sucesso das técnicas de RMA depende da resposta ovdrica a terapia com
FSH exogena, seria extremamente benéfico prever a resposta das pacientes, antecipando
os casos de ma resposta ou de resposta aumentada. A identifica¢do de fatores preditivos
da resposta ovarica permite otimizar e individualizar os protocolos de estimulagdo
ovarica controlada, obtendo um niimero adequado de ovoécitos e taxas de gravidez mais

elevadas, com efeitos secundarios reduzidos.

Com este estudo, pretende-se avaliar a prevaléncia do polimorfismo Asn680Ser
num grupo de pacientes submetidas a técnicas de RMA e verificar se nesta populacgdo se

verifica uma associacao entre o SNP estudado e a resposta ovarica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 POPULACAO EM ESTUDO

Neste estudo retrospetivo foram incluidas 563 mulheres submetidas a
estimulagdo ovarica controlada no Servico de Medicina da Reproducdo do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra, Portugal, entre os anos de 2014 e 2015. Os
critérios de inclusdo definidos foram: idade inferior a 40 anos, com o diagnostico de
infertilidade estabelecido de acordo com a definicdo da Organizagdo Mundial de
Satide'” e com uma concentracio sérica de FSH no 3° dia de um ciclo menstrual anterior

ao ciclo de estimulagdo >1UI/L e <12 UI/L.

Os processos clinicos das pacientes forneceram informacdes referentes ao ciclo
de estimulagdo ovarica, nomeadamente o tipo de protocolo de estimulagdo ovarica
efetuado, o nimero de foliculos pré-ovulatorios, o nimero de ovdcitos e de ovodcitos
maduros obtidos, assim como a ocorréncia de cancelamento do ciclo e respetiva causa,

quando aplicavel.

Todas as pacientes foram informadas dos propoésitos do estudo e assinaram uma

declaracdo de consentimento informado antes do inicio do mesmo.

2.2 PROTOCOLO DE ESTIMULACAO OVARICA CONTROLADA

Em todos os casos foi realizada a estimulacdo ovarica controlada com FSH
recombinante, de varias marcas, de acordo com os protocolos convencionais: protocolo

curto com antagonista da GnRH ou protocolo longo.
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No protocolo curto com antagonista, no 3° dia do ciclo menstrual iniciou-se a
administracdo diaria de FSH, com doses varidveis (100-300 UI) dependendo de
respostas prévias ou da previsdo da resposta. O desenvolvimento folicular foi
geralmente avaliado aos 5° e 7° ou 8° dias de estimulagdo, através de ecografia
transvaginal e do doseamento sérico do estradiol (E2). Para prevenir a ocorréncia de
ovulagdo espontidnea, uma dose diaria de 0,25 mg de Cetrorelix ou de Ganirelix
(antagonistas da GnRH) foi administrada desde o momento em que o maior foliculo

atingiu 14 mm até ao dia de administracdo de gonadotrofina coriénica humana (hCG).

No protocolo longo, no 21° dia do ciclo menstrual anterior a estimulagdo iniciou-
se a dessensibilizagdo com uma dose didria de 0,1 mg de Triptorrelina (agonista da
GnRH), que se manteve até ao dia em que iniciou a administracdo de FSH. A supressao
ovarica foi avaliada 12 a 14 dias depois, utilizando-se a ecografia transvaginal e o
doseamento sérico de E2. A administracdo de FSH foi efetuada de forma semelhante a
supracitada, passando-se a administrar uma dose inferior de Triptorrelina (0,05mg) até
ao dia da administragdo de hCG. A avaliacao do desenvolvimento folicular realizou-se,

da mesma forma, aos 6° ¢ 8° ou 9° dias de estimulagao.

Em ambos os protocolos, para indu¢do da maturacdo folicular final, a hCG foi
administrada numa dose de 10000 UI, quando pelo menos dois foliculos atingiram os 17
mm. A colheita de ovocitos realizou-se por punc¢do transvaginal ecoguiada apds 36
horas e, dependendo da indicagdo clinica, foi realizada a técnica de fertilizacdo in vitro

(FIV) ou a injec¢do intracitoplasmatica de um espermatozoide (ICSI).

Neste estudo, classificou-se a resposta ovarica de acordo com o nimero de
ovocitos obtidos por ciclo de tratamento. Tendo em consideragdo os critérios

supracitados, considerou-se uma ma resposta quando se obteve um niimero de ovdcitos
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. . . 1 ,

igual ou inferior a 3, uma resposta aumentada quando se obteve um numero de
, . . . 2 ,

ovocitos igual ou superior a 15” e uma resposta normal quando se obteve um numero de

ovocitos entre 4 ¢ 14.

2.3 DOSEAMENTOS HORMONAIS

Os doseamentos hormonais da FSH, da hormona luteinizante (LH) e do E2, nos
3% ¢ 23° dias de um ciclo menstrual anterior, assim como da hormona anti-Miilleriana
(AMH), foram obtidos a partir de uma amostra de sangue periférico. As amostras foram
processadas pelo servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra e os doseamentos séricos da FSH, da LH e do E2 foram obtidos com recurso a
tecnologia quimioluminométrica direta, utilizando o sistema ADVIA Centaur® CP, de
acordo com as especificacdes do aparelho (ensaios: ADVIA Centaur® FSH, ADVIA
Centaur® LH e ADVIA Centaur® eE2, Siemens Healthcare Diagnostics Inc., EUA). O
doseamento sérico de AMH foi obtido com recurso a um ensaio de
eletroquimioluminescéncia, utilizando o sistema Cobas e411, de acordo com as
especificagdes do aparelho (ensaio: Elecsys® AMH, Roche Diagnostics International

Ltd., Suiga).

2.4 EXTRACAO DO ADN E ANALISE DO POLIMORFISMO DO FSHR

O 4cido desoxirribonucleico (ADN) genoémico foi extraido dos leucdcitos de
uma amostra de sangue periférico colhido em tubo de 4cido etilenodiaminotetracético,

utilizando o QIAamp® DNA Mini kit (QIAGEN, Alemanha), de acordo com as

instrugdes do fabricante.
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A presenca do polimorfismo Asn680Ser introduz um local de restrigdo que
permite aplicar a técnica PCR-RFLP, utilizando o ADN extraido como substrato da
reacdo. Recorrendo a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), amplificou-se
um fragmento do exdo 10 do FSHR, entre os nucleotideos 1624 e 2143. A mistura de
reacdo de PCR foi preparada com 0,1 uL. de DNA gendmico, 1,25 U de Taq Polimerase
(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA), 0,2 uM de dNTP’s (Invitrogen™,
Thermo Fisher Scientific, EUA) e 0,2 uM de cada primer (Applied Biosystems™,
Thermo Fisher Scientific, EUA), perfazendo um volume final de 25 pL. O primer
sense, constituido pela sequéncia 5° TTT GTG GTC ATC TGT GGC TGG 3’ e o
primer anti-sense, constituido pela sequéncia 5’CAA AGG CAA GGA CTG AAT TAT
CAT T 3’, foram submetidos a uma temperatura de emparelhamento de 60°C, obtendo-
se um fragmento com um tamanho de 520pb, que foi amplificado no termociclador
C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, EUA), segundo as instru¢des do
fabricante. De seguida, os produtos da PCR foram visualizados sob luz ultravioleta, pela
técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com recurso a 5 pL de Brometo de

Etidio (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA).

O produto da PCR, num volume de 5 pL, foi digerido por 0,5 pL de enzima de
restricdo BseNI (Thermo Scientific™, Thermo Fisher Scientific, EUA), de acordo com
as instrucdes do fabricante, e os produtos resultantes foram visualizados sob luz
ultravioleta, pela técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com recurso a 5 uL.
de Brometo de Etidio (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA). A presenca de um
fragmento nao clivado, 520pb, confirma a homozigotia para Asn, a presenca de um
fragmento clivado, 413pb, confirma a homozigotia para Ser e a presenca de dois

fragmentos confirma a heterozigotia (Ilustragado 3).
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SS AS AS AA AS AS SS

Ilustraciio 3 - Analise RFLP do polimorfismo Asn680Ser do FSHR

A técnica de eletroforese em gel de agarose permite visualizar uma banda com 520pb na variante
Asn/Asn (representada como AA), uma banda com 413pb na variante Ser/Ser (representada como SS) e
duas bandas, com 413 bp e 520 bp, na variante Asn/Ser (representada como AS).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi efetuada com o suporte do programa Statistical Package
for the Social Sciences, versao 24 (SPSS, IBM Inc., EUA). Para comparar os diferentes
gendtipos com os pardmetros clinicos e hormonais referidos, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis, quando ndo se verificou homogeneidade da variancia, e o teste One-
way ANOVA, quando se verificou homogeneidade da varidncia. Para comparar a
frequéncia dos diferentes gendtipos com a classificacdo da resposta a estimulacio
ovdrica recorreu-se ao teste do Qui-quadrado para independéncia. Os resultados foram
apresentados sob a forma de: média (= desvio-padrdo) ou percentagem (e frequéncia

absoluta). Um valor p<0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.
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3. RESULTADOS

3.1 ANALISE DA POPULACAO EM ESTUDO

As 563 mulheres incluidas neste estudo apresentaram uma concentracdo sérica
média de FSH no 3° dia do ciclo menstrual de 6,7 + 1,9 UI/L. Todas as intervenientes
foram submetidas a um protocolo de estimulagdo ovarica controlada com FSH
recombinante, sendo que em 75,3% dos casos se efetuou um protocolo curto com
antagonista, enquanto que em 24,7% se efetuou um protocolo longo. Em 6,7% dos
casos ocorreu o cancelamento do ciclo por auséncia de resposta adequada. Nos
restantes, obteve-se um numero médio de 12,1 + 6,6 foliculos pré-ovulatorios, de
9,2 £ 6,1 ovdcitos e de 6,1 £+ 4,2 ovdcitos maduros. A resposta ovarica, de acordo com o
nimero de ovoécitos obtidos, foi muito variavel, com 118 casos (21,0%) de mé resposta,

364 casos (64,7%) de resposta normal e 81 casos (14,4%) de resposta aumentada.

A prevaléncia das trés variantes genotipicas do polimorfismo na posi¢do 680 do
gene do FSHR encontra-se apresentada na Tabela 1. Na populagdo estudada, a
frequéncia do polimorfismo ¢ de 38,4, 46,5 e 15,1% para as variantes Asn/Asn, Asn/Ser
e Ser/Ser, respetivamente. As distribui¢des alélicas respeitam a lei de Hardy-Weinberg

(p = 0,70).

Tabela 1 - Distribuigdo das variantes genotipicas do polimorfismo Asn680Ser do FSHR

Asn/Asn Asn/Ser Ser/Ser Total

Populagio em
estudo 38,4% (216) 46,5% (262) 15,1% (85) 100% (563)

Os dados sdo apresentados como percentagem (frequéncia absoluta).
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3.2 POLIMORFISMO DO FSHR E PARAMETROS HORMONAIS

As concentragdes séricas médias de FSH, LH e E2 aos 3° e 23° dias do ciclo

menstrual e a concentracdo sérica média de AMH foram analisadas de acordo com a

variante genotipica do polimorfismo Asn680Ser. Estes resultados encontram-se

representados na Tabela 2. Verificou-se que ndo existem evidéncias de que a média da

concentragdo sérica de FSH no 3° dia do ciclo menstrual apresente diferengas

estatisticamente significativas entre as trés variantes do polimorfismo estudado

(p=0,19), ou seja, o genotipo do FSHR nao parece influenciar o valor de FSH no 3° dia

do ciclo menstrual. Resultados idénticos foram obtidos para os restantes parametros

hormonais estudados, ndo se encontrando diferencas estatisticamente significativas

entre estes parametros e as diferentes variantes do gendtipo do FSHR.

Tabela 2 — Parametros hormonais, de acordo com o gendtipo do polimorfismo Asn680Ser do FSHR

Asn/Asn Asn/Ser Ser/Ser Valor de p
FSH 3° dia
(UI/L) 6,5 (x1,9) 6,8 (£1,9) 6,6 (£2,0) 0,19°
FSH 23° dia
(UI/L) 4,3 (£2,9) 3,9 (#£2,3) 4,0 (£2,7) 0,26"
LH 3° dia
(UI/L) 5,5 (£3,8) 5,0 (£2,4) 4.9 (£2,3) 0,92
LH 23° dia
(UI/L) 7,5 (£9,9) 5,7 (£5.,3) 7,5 (£10,4) 0,48
E2 3° dia
(pg/mL) 56,3 (£50,1) 50,4 (£23,2) 50,7 (£29,8) 0,19°
E2 23° dia
(pg/mL) 148,3 (£84,5) 145,8 (£76,4) 145,7 (£93,2) 0,94°
AMH
(ng/mL) 3,0 (£2,9) 3,0 (£3,0) 3,3 (£3,2) 0,85°

Os dados sdo apresentados como média (+ desvio-padrio).

* Teste One-way ANOVA
® Teste de Kruskal-Wallis
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3.3 POLIMORFISMO DO F'SHR E RESPOSTA A ESTIMULACAO OVARICA

CONTROLADA

A distribui¢do do protocolo de estimulagdo ovarica controlada selecionado foi
analisada, de acordo com a variante genotipica do polimorfismo Asn680Ser, e os
resultados encontram-se representados na Tabela 3. Tendo em consideracdo os
resultados obtidos, ndo parecem existir evidéncias estatisticas para se afirmar que os
protocolos de estimulagdo ovarica controlada selecionados sejam significativamente

diferentes entre as trés variantes genotipicas do polimorfismo Asn680Ser (p=0,72).

Tabela 3 — Protocolo de estimulagdo ovarica controlada, de acordo com o genétipo do polimorfismo
Asn680Ser do FSHR

Asn/Asn Asn/Ser Ser/Ser

Protocolo Curto
com Antagonista | 74,5% (161) 74,8% (196) 78,8% (67)

Protocolo Longo 25,5% (55) 25,2% (66) 21,2% (18)

Total 100% (216) | 100% (262) 100% (85)

Os dados sdo apresentados como percentagem (frequéncia absoluta).
Teste de independéncia de Qui-quadrado com p=0.72

Os dados referentes aos resultados do processo de estimulagdo ovarica
controlada, de acordo com a variante genotipica do polimorfismo Asn680Ser,
encontram-se apresentados na Tabela 4. Os resultados obtidos ndo suportam a hipotese
de que existam diferencas estatisticamente significativas entre o niimero de foliculos
pré-ovulatorios, o nimero de ovocitos e o nimero de ovocitos maduros e as trés
variantes do polimorfismo Asn680Ser (p=0,85, p=0,60 e p=0,10, respetivamente),

sugerindo que, independentemente da variante genotipica, o tratamento atingiu
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resultados semelhantes. Apesar de ndo atingir valores estatisticamente significativos,
parece existir um discreto aumento do numero médio de ovocitos maduros para a

variante Ser/Ser.

Tabela 4 — Resultados da estimulagdo ovarica controlada, de acordo com o gendtipo do polimorfismo

Asn680Ser do FSHR
Asn/Asn Asn/Ser Ser/Ser Valor de p
N° de foliculos 12,2 (£6,2) 12,1 (£6,9) 11,7 (£5,2) 0,85°
N° de ovdcitos 9,0 (£6,2) 9,2 (£6,1) 9,8 (£6,1) 0,60°
N° de ovdcitos
maduros 5,8 (£3.9) 6,1 (+4,3) 7,0 (+4,3) 0,10*

Os dados sdo apresentados como média (+ desvio-padrio).
* One-way ANOVA

A Tabela 5 apresenta a distribui¢do da classificagdo da resposta ovarica de
acordo com a variante genotipica do polimorfismo Asn680Ser. De acordo com os
resultados obtidos, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre a classificacdo da resposta ovéarica e o genotipo do FSHR (p=0,82), pelo que o
gendtipo do FISHR nao parece influenciar a resposta ovarica.

Para além disso, a percentagem de cancelamento de ciclos e o motivo de
cancelamento dos mesmos (ma resposta, auséncia de fecundagdo ou risco de SHO) foi
também semelhante entre as trés variantes genotipicas (p=0,37 e p=0,99
respetivamente), ndo se detetando, da mesma forma, diferencas estatisticamente
significativas que permitam considerar que o gendtipo do F'SHR influencie o sucesso do

processo de estimulacdo ovérica (resultados ndo apresentados).
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Tabela 5 - Classificagdo da resposta ovarica, de acordo com o genétipo do polimorfismo Asn680Ser do

FSHR
Asn/Asn Asn/Ser Ser/Ser
Ma resposta 22,7% (49) 21,0% (55) 16,5% (14)
Resposta
normal 63,4% (137) 64,9% (170) 67,1% (57)
Resposta
aumentada 13,9% (30) 14,1% (37) 16,5% (14)
Total 100% (216) 100% (262) 100% (85)

Os dados sdo apresentados como percentagem (frequéncia absoluta).
Teste de independéncia de Qui-quadrado com p=0,82

3.4 AMH E RESPOSTA A ESTIMULACAO OVARICA CONTROLADA

A concentracdo sérica média de AMH, de acordo com a classificacdo da
resposta ovérica, encontra-se apresentado na Tabela 6. Os resultados obtidos permitem
afirmar que existem diferencgas estatisticamente significativas entre o valor médio de
AMH e os trés grupos de classificagdo da resposta ovarica (p<<0,001). De facto, verifica-
se que o valor médio de AMH no caso de uma ma resposta ¢ de 1,7 = 1,8 ng/mL, no
caso de uma resposta normal ¢ de 3,0 £ 2,5 ng/mL e no caso de uma resposta aumentada

¢ de 6,5 + 4,7 ng/mL.

Tabela 6 —Concentracdo sérica da AMH, de acordo com a classificacdo da resposta ovarica

Ma resposta Resposta Resposta Valor de p
normal aumentada
AMH
(ng/mL) 1,7 (1,8) 3,0 (£2,5) 6,5 (+4,7) <0,001

Os dados sdo apresentados como média (+ desvio-padrio).
Teste de Kruskal-Wallis
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4. DISCUSSAO

O nosso estudo retrospetivo investigou a associagdo entre o polimorfismo
Asn680Ser do gene do FSHR e a resposta ovarica de mulheres submetidas a técnicas de

RMA.

Desde o primeiro estudo sobre a influéncia do gendtipo do FSHR na resposta
ovérica,'’ que o impacto do polimorfismo Asn680Ser na terapia com FSH exogena tem
sido motivo de controvérsia. O estudo original, conduzido por Mayorga et al. e
envolvendo 161 mulheres ovulatorias, encontrou uma associagao entre o alelo Ser680 e
concentragdes de FSH no 3° dia do ciclo menstrual significativamente mais altas
(p<0,01), necessitando uma quantidade significativamente maior de FSH exo6gena para
obter uma resposta ovarica semelhante (p<0,01). Apesar de o numero de foliculos pré-
ovulatorios e de ovocitos obtidos ter sido semelhante entre as trés variantes genotipicas
do gene, estes resultados sugerem uma menor sensibilidade do alelo Ser680 a terapia
com FSH. ' Alguns dos estudos que se seguiram confirmam na integra a associagdo

encontrada por Mayorga et al '

Um estudo retrospetivo recente englobando 1250
mulheres ovulatdrias sugere, adicionalmente, uma associacao entre o genotipo Ser/Ser e
a obten¢do de um nimero de ovocitos significativamente menor, quando comparado
com os outros geno6tipos (p=0,001), assim como uma frequéncia de mas respostas duas
vezes superior em relagdo ao gendtipo Asn/Asn (24% e 12%, respetivamente).'® No
entanto, outros estudos confirmam apenas parcialmente a observagdo original.'> "
Apesar dos resultados de De Castro el al. serem sugestivos de uma associagdo entre o

gendtipo Ser/Ser e a mé resposta a terapia com FSH exdgena, este estudo considera que

a influéncia do polimorfismo Asn680Ser é provavelmente baixa.'?

Pelo contrario, outros estudos ndo encontram qualquer associacdo entre o
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gendtipo do FSHR e a resposta ovarica.'”'®

Um estudo prospetivo de Mohiyiddeen et
al. e envolvendo 421 mulheres inférteis, contraria mesmo a observag¢ao inicial e coloca
hipétese de o polimorfismo Asn680Ser nio ser um fator preditivo da resposta ovérica. '®
De forma semelhante, no nosso estudo ndo foram encontradas diferengas significativas
entre o gendtipo e as concentracdes de FSH no 3° dia do ciclo menstrual ou entre o
genoétipo e os resultados da estimulagdo ovarica controlada, quando avaliados o nimero
de foliculos pré-ovulatorios ou de ovocitos obtidos. De facto, ndo foi encontrada
também qualquer associagdo entre as diferentes variantes genotipicas do Asn680Ser e a

classificagdo da resposta ovarica, quando avaliada em trés categorias, de acordo com o

numero de ovocitos obtidos.

Uma revisdo elaborada em 2013 por La Marca ef al. constatou que o facto de
varios estudos falharem em demonstrar a associacdo entre o polimorfismo Asn680Ser e
a resposta ovarica revela que a associa¢ao estudada ndo ¢ tdo forte quanto se pensava
originalmente e que esta provavelmente depende do grupo étnico. *° Curiosamente, o
nosso estudo apresenta uma prevaléncia dos genétipos do polimorfismo de 38,4% para a
variante Asn/Asn, 46,5% para a variante Asn/Ser e de 15,1% para a variante Ser/Ser,
revelando uma dominancia acentuada do alelo ancestral Asn em relagdo ao alelo Ser, o
que se aproxima mais dos resultados obtidos em estudos realizados na populacio

sree 11,1516 . ~ .. 10,13,14
asidtica’ > " do que em estudos realizados na populagdo europeia.

Adicionalmente, os varios estudos in vitro realizados ndo conseguiram
demonstrar a associacdo descrita in vivo, falhando ao tentar encontrar diferencas
estatisticamente significativas entre a atividade dos dois alelos Asn680 e Ser680 em
termos de afinidade de ligagdo do complexo FSH-FSHR, de producdo de AMPc, de

11,17,21

degradacdo de fosfatidilinositol ou de producdo de estrogénios. Resultados

inesperados foram também obtidos num estudo retrospetivo realizado por Daelemans et
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al. que avaliou a associagdo entre este polimorfismo e a ocorréncia de SHO iatrogénica
em mulheres submetidas a técnicas de RMA. Apesar do alelo Ser680 estar
originalmente associado a mé resposta ovarica, neste estudo, o grupo de mulheres em
que ocorreu SHO apresentou uma maior frequéncia de alelo Ser680 do que o grupo de
controlo constituido por mulheres ndo submetidas a técnicas de RMA (p=0,010).
Controversamente, o estudo encontrou também uma associagao entre o alelo Asn680 e o
incremento da gravidade da SHO.”* Um outro polimorfismo, localizado na regido -29
da regido 5’ ndo traduzida do gene do FSHR, o g.-29G>A, tem sido destacado como
potencial responsavel pela variabilidade da resposta ovarica. Um estudo realizado por
Desai et al. avaliou o efeito combinado dos polimorfismos nas posi¢des -29 e 680 do
FSHR, recorrendo a varios parametros clinicos, assim como a medicao da expressdo do
FSHR nas células da granulosa, e, curiosamente, o gendtipo A/A-Asn/Asn foi associado

a uma ma resposta ovarica (p=0,009).23

De facto, as variagdes genéticas devido a SNPs sdo bastante frequentes nos
genes das hormonas e dos recetores envolvidos no eixo hipotdlamo-hipéfise gonadal,
indicando, por questdes evolutivas, que os seus efeitos na reprodu¢do humana ndo
deverdo ser pronunciados.** Outros SNPs relacionados com o eixo, que poderdo
influenciar a sensibilidade ovarica a terapia com FSH exdgena, localizam-se
anteriormente ou posteriormente ao nivel hipofisario. Destacam-se os estudos efetuados
para os genes da CYP19 aromatase’, dos recetores alfa dos estrogénios®*’, dos recetores
beta dos estrogénios®, da AMH e do recetor da AMH tipo II*°, que suportam a hipétese
de a resposta ovdérica se tratar de uma situagdo de transmissdo poligénica. Do mesmo
modo, de momento nido existem evidéncias suficientes sobre a utilidade clinica destes

polimorfismos em termos de aplicabilidade farmacogenética, pelo que novos estudos

serdo necessarios para clarificar o verdadeiro poder preditivo da utilizagdo conjunta dos
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varios candidatos.

A inconsisténcia dos resultados obtidos nos diferentes estudos realizados até ao
momento podera dever-se a varios fatores. Por um lado, uma grande maioria destes
estudos recorre a amostras reduzidas, adequadas apenas a situacdes de transmissiao
monogénica. Adicionalmente, alguns estudos incluem dados obtidos através de mais do
que um centro, podendo existir uma reduzida uniformidade em termos de protocolos de
estimulacdo ovarica ou de metodologias laboratoriais utilizadas num mesmo estudo. O
desenho do estudo, as causas de infertilidade incluidas e de protocolos de estimulacao
ovarica utilizados sdo igualmente divergentes entre os diferentes estudos. Desta forma,
tem sido proposto que o efeito do polimorfismo Asn680Ser na resposta ovarica podera
ndo ser tdo evidente em estudos que incluem mulheres com infertilidade devido a

13,18 . ~
%, Por outro lado, os estudos existentes sdo

patologia ovérica ou causa desconhecida
também bastante varidveis em termos de populacdo interveniente, incluindo grupos
étnicos distintos que apresentam uma prevaléncia muito diversa das variantes
genotipicas do polimorfismo. Para além disso, o gene analisado podera estar sujeito a
fenomenos de penetrdncia incompleta ou de interagdo gene-gene ou mesmo gene-
ambiente.”” O nosso estudo recorre a uma amostra consideravel e os dados utilizados
foram obtidos a partir de um unico centro, garantido uma elevada uniformidade em
relacdo aos protocolos de estimulagdo ovarica realizados e as metodologias laboratoriais
utilizadas. Deste modo, num trabalho futuro seria interessante avaliar se se obtém

resultados idénticos quando excluidas as pacientes com patologia ovérica documentada

e quando avaliadas as dosagens totais de FSH recombinante utilizada.

A AMH, glicoproteina expressa pelas células da granulosa dos foliculos pré-
antrais, tem sido relacionada com o numero de foliculos primordiais e com a taxa de

recrutamento folicular. Com base nestes conhecimentos, foi identificada como um
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marcador da reserva ovarica.”® No nosso estudo, nio parece existir nenhuma associagio
entre a concentracdo sérica de AMH e o polimorfismo Asn680Ser. Contudo, foi
possivel encontrar uma associacdo entre a resposta ovarica e a concentragdo sérica de
AMH, visto que se verificaram niveis de AMH gradualmente maiores, desde a ma
resposta até a resposta aumentada. Estes resultados encontram-se em concordancia com

s 29-31
estudos prévios

, € reforcam a ideia de que se trata de um biomarcador da resposta
ovarica de elevado valor clinico, com potencial capacidade de prever, simultaneamente,
uma ma resposta ou uma resposta aumentada. Assim, as evidéncias apontam para a
utilidade da AMH na pratica clinica, na previsdo da resposta ovarica e consequente

adaptacdo do protocolo de estimulacdo, propondo-se a medigdo dos niveis de AMH

antes de submeter as doentes a estimulacao ovarica controlada.

A previsdo da resposta ovarica a estimulagdo com FSH e a adaptagdo do
protocolo utilizado sdo ainda tarefas de dificil alcance, em consequéncia de o resultado
da estimulagdo ovarica depender de uma combinagdo de fatores genéticos e ambientais.
O adicional desenvolvimento de biomarcadores da resposta ovarica e o conhecimento
do gendtipo das pacientes ¢ necessdrio de forma a adaptar os protocolos
individualmente.* O esclarecimento da complexidade genética da interagio FSH-FSHR
e do proprio eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal poderd possibilitar a verdadeira

aplicagdo do potencial farmacogenético da terapia com FSH.’
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5. CONCLUSAO

O genotipo do polimorfismo Asn680 do FSHR ndo parece influenciar a
concentragdo sérica de FSH no 3° dia do ciclo menstrual, nem os restantes doseamentos
séricos dos parametros hormonais avaliados neste estudo. De igual forma, o nimero de
foliculos pré-ovulatérios, de ovocitos e de ovocitos maduros obtidos ndo se encontra
associado ao genoétipo desde polimorfismo, pelo que independentemente do gendtipo, o
ciclo de tratamento atingiu resultados idénticos. Para além disso, ndo se encontraram
associagdes entre o polimorfismo estudado e a resposta ovarica quando classificada de
acordo com o nimero de ovdcitos obtidos, nem entre o polimorfismo estudado e a
ocorréncia de cancelamento do ciclo de tratamento. Desta forma, os nossos resultados
sdo consistentes com a hipdtese de que a resposta ovarica ndo depende do gendtipo do
FSHR, pelo que ndo ¢ possivel reconhecer que exista evidéncia para adaptar as doses de

FSH ao genétipo do FSHR.

No entanto, os resultados obtidos confirmam que existe uma associacdo entre a
concentragdo sérica de AMH e a resposta ovarica. Devido a sua capacidade em prever a
ocorréncia de ma resposta ou de resposta aumentada, a AMH parece ter elevada

aplicabilidade clinica permitindo a adaptagdo do protocolo de estimulagdo ovarica.
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