DSpace FMABC

DSpace Repository http://dspace.org
Teses e Dissertacdes Dissertacfes
2016

Avaliacao de polimorfismo do Gene
FSHR em mulheres inférteis com e
sem endometriose e sua correlacao
com resultados de reproducao
humana assistida

Andre, Gustavo Mendonca

https://dspace.fmabc.br/handle/1/579

......



FACULDADE DE MEDICINA DO ABC

GUSTAVO MENDONCA ANDRE

AVALIACAO DE POLIMORFISMOS DO GENE FSHR EM MULHERES
INFERTEIS COM E SEM ENDOMETRIOSE E SUA CORRELACAO COM
RESULTADOS DE REPRODUCAO HUMANA ASSISTIDA

SANTO ANDRE
2016



GUSTAVO MENDONCA ANDRE

AVALIACAO DE POLIMORFISMOS DO GENE FSHR EM MULHERES
INFERTEIS COM E SEM ENDOMETRIOSE E SUA CORRELACAO COM
RESULTADOS DE REPRODUCAO HUMANA ASSISTIDA

na Disciplina de Saude Sexual, Reprodutiva
e Genética Populacional da Faculdade de
Medicina do ABC, junto ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias da Saude
(recomendado pelo Conselho Técnico-
Cientifico CAPES — Parecer 656/2017).

Area de Concentragéo: Investigacéo Clinica
Linha de Pesquisa: Investigacao clinica no
diagnéstico prognéstico e prevencdo de
doencas

Orientador: Prof. Dr. Caio Parente Barbosa

Coorientadora: Prof®. Dra. Bianca Bianco

SANTO ANDRE
2016



ABS5a André, Gustavo Mendonca
Avaliacdo de polimorfismo do Gene FSHR em mulheres
inférteis com e sem endometriose e sua comelagdo com resultados
de reproducdo humana assistida. / Gustavo Mendonga André. -
Santo André, SP, 2016.
79 f.:il. color. 31 cm.

Tese (Doutorado em Ciéncias da Salde) — Comissfo de
Pos-Graduacdo. Faculdade de Medicina do ABC.

Area de concentracdo: Investigacdo Clinica

Orientador: Prof. Dr. Caio Parente Barbosa

Coorientadora: Profa. Dra. Bianca Bianco

1. Endometriose. 2. Técnicas reprodutivas assistidas.

3. Infertilidade feminina. 4. Polimorfismo genético.
CDD: 616.7
MLM: WP390




DEDICATORIA

Dedico esta tese aos meus filhos Jodo Lucas e Helena e a minha

esposa Paula, pelo apoio incondicional ao longo desta ardua jornada.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, pelo apoio psicologico e financeiro, ao longo de toda a

minha formacao.

A Prof®. Dra. Bianca Bianco pela orientagdo neste projeto. Nunca

desistiu em me apoiar e sempre fez com muita dedicacao e alegria.

Ao Prof. Dr. Caio Parente Barbosa pelos ensinamentos e orientacao.
Agradeco especialmente por todas as oportunidades que me proporcionou ao
longo dos ultimos oito anos. Sem davida me tornei um melhor profissional apés

ouvir e aplicar seus conselhos.

Ao grupo de genética do Instituto Ideia Fértil, que durante os ultimos
anos me proporcionou inumeras publicacbes em revistas cientificas
importantes, em especial a Prof®. Dra. Denise Christofolini, a Viviane Cavalcanti
e a Fernanda Mafra. Mencao honrosa a Camila Trevisan e ao brilhante aluno
do 3° ano de medicina da FMABC Ramon Félix, que juntos me ajudaram muito
nesta tese.

A equipe da Reproducdo Humana do Instituto Ideia Fértil — incluindo os
setores administrativos, a recepcéo, equipe de enfermagem e aos colegas
médicos. Um agradecimento especial aos ensinamentos proporcionados pelo
Dr. Emerson Cordts, Dr. Waldemar Carvalho, Dr. Gabriel Seixas, Dr. Renato de

Oliveira e Dra. Clarissa Mattos.

A todos os professores da Faculdade de Medicina de Sorocaba
(PUCSP), na qual eu me formei, fiz residéncia médica e agora integro o corpo
docente na cadeira de ginecologia. Um agradecimento especial ao Prof. Dr.
Luiz Sampaio por todas as oportunidades que tem me proporcionado nessa

instituicao.

A toda equipe da Clinica Reproduce — Sorocaba: Cristian, Daniela,

Luciano, Rene, Joeliza, Bruna, Karoline, Marilda, Fabiola e Eduardo.



RESUMO

7z

Introducdo: A endometriose é uma doenca inflamatoria, estrogénio-
dependente que afeta um grande numero de mulheres em idade reprodutiva. O
horménio  foliculo-estimulante  (FSH) desempenha um papel na
esteroidogénese e atua por meio de uma glicoproteina transmembrana, o
receptor FSH (FSHR). Polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) no gene
FSHR foram previamente associados com variabilidade no nivel sérico de FSH
e resultados reprodutivos, mas sua relagdo com a endometriose nao foi
esclarecida.

Objetivos: Investigar a influéncia dos SNPs Ala307Thr e Asn680Ser do gene
FSHR no risco de desenvolvimento e/ou progressdo da endometriose e nos
resultados reprodutivos.

Métodos: No estudo caso-controle foram estudadas 352 mulheres inférteis com
endometriose e 510 mulheres férteis sem a doenca. No estudo transversal
foram incluidas 214 com endometriose e 126 com infertilidade causada por
fator masculino ou tubéario submetidas a tratamento de fertilizacdo in vitro. A
genotipagem dos SNPs foi realizada por PCR em tempo real usando a
metodologia TagMan.

Resultados: No estudo caso-controle, a frequéncia dos genotipos e alelos dos
SNPs estudados n&o foram diferentes entre o grupo endometriose e controles.
Uma associacao positiva foi encontrado entre o genétipo 680Ser/Ser ou GG do
SNP Asn680Ser e mulheres férteis com endometriose (p=0,004). Os alelos
combinados dos SNPs do gene FSHR revelaram que o haplétipo
“GG/307Ala680Ser” foi mais frequentemente encontrado em mulheres férteis
com endometriose (45,4% em mulheres férteis com endometriose e 38,3% nos
controles, p=0,041), enquanto o haplétipo “GA/307Ala680Asn” foi menos
frequentemente encontrado no grupo endometriose (6,5% em casos e 11,9%
em controles, p=<0,001), independentemente da condi¢cdo de fertilidade e
estadio da doenca. Considerando o estudo transversal, os niveis de FSH no
grupo controle foram menores do que no grupo endometriose, p=0,0016. O
gendtipo AA do SNP Ala307Thr e o gendtipo AA do SNP Asn680Ser podem
conferir protecdo para a sindrome do hiperestimulo ovariano no grupo
endometriose em comparacdo ao controle (p=0,037 e p=0,014,
respectivamente). O grupo endometriose minima/leve com o gendtipo GG do
SNP Ala307Thr teve menor numero de embrides (p=0,030) do que o grupo
controle e uma dosagem mais alta de FSH para o gendétipo AG (p=0,012) do
gue o grupo controle. No genétipo AA do SNP Asn680Ser foi encontrado menor
namero de foliculos visualizados (p=0,006), odécitos (p=0,018) e MIl (p=0,044)
no grupo de endometriose moderada/grave em comparacdo com minimo/leve.
Conclusbes: Os resultados sugerem que o0 genotipo 680Ser-Ser/GG e o
haplotipo “GG/307Ala680Ser” aumentam o risco de endometriose em mulheres
férteis, enquanto o haplétipo “GA/307Ala680Asn” diminui o risco de
desenvolvimento e progressdo da endometriose. O genoétipo AA/SerSer do
SNP Asn680Ser foi associado a piores resultados reprodutivos no grupo
endometriose moderada/grave em comparagdo ao grupo com a forma
minima/leve da doenca.

Palavras-chave: Endometriose, Fertilizag&do In Vitro, Infertilidade, Polimorfismo

de Nucleotideo Unico.



ABSTRACT

Introduction: Endometriosis is an inflammatory, estrogen-dependent disease
that affects a large number of women in reproductive age. Follicle-stimulating
hormone (FSH) plays a role in steroidogenesis and acts through a
transmembrane glycoprotein, the FSH receptor (FSHR). Single nucleotide
polymorphisms (SNP) in the FSHR gene were previously associated with
variability in FSH levels and reproductive outcomes, but their relationship to
endometriosis has not been elucidated.

Objectives: To investigate the influence of the Ala307Thr and Asn680Ser SNPs
of the FSHR gene on the risk of development and/or progression of
endometriosis and on reproductive outcomes.

Methods: In the case-control study, 352 infertile women with endometriosis and
510 fertile women without the disease were studied. In the cross-sectional
study, 214 women with endometriosis and 126 women with infertility caused by
male or tubal factor undergoing IVF treatment were included. Genotyping of
SNPs was performed by real-time PCR using the TagMan methodology.
Results: In the case-control study, the frequency of genotypes and alleles of the
SNPs studied were not different between the endometriosis group and controls.
A positive association was found between the 680Ser/Ser or GG genotype of
the Asn680Ser SNP and fertile women with endometriosis (p=0.004). The
combined alleles of the FSHR gene SNPs revealed that the
"GG/307Ala680Ser" haplotype was more frequently found in fertile women with
endometriosis (45.4% in fertile women with endometriosis and 38.3% in
controls, p=0.041), while the "GA/307Ala680Asn" haplotype was less frequently
found in the endometriosis group (6.5% in cases and 11.9% in controls,
p=<0.001), regardless of fertility status and disease stage. Considering the
cross-sectional study, FSH levels were lower in the control group than in the
endometriosis group, p=0.0016. The AA genotype of the Ala307Thr SNP and
the AA genotype of the Asn680Ser SNP may provide protection for ovarian
hyperstimulation syndrome in the endometriosis group compared to the control
group (p=0.037 and p=0.014, respectively). The minimal/mild endometriosis
group with the GG genpotype of the Ala307Thr SNP had fewer embryos
(p=0.030) than the control group and a higher FSH levels for the AG genotype
(p=0.012) than the control group. In the AA genotype of the Asn680Ser SNP, a
smaller number of visualized follicles (p=0.006), oocytes (p=0.018) and MII
(p=0.044) was found in the moderate/severe endometriosis group compared
with minimal/mild.

Conclusions: The results suggest that the 680Ser-Ser/GG genotype and the
'GG/307Ala680Ser" haplotype increase the risk of endometriosis in fertile
women, while the "GA/307Ala680Asn" haplotype decreases the risk of
endometriosis development and progression . The AA/SerSer genotype of the
Asn680Ser SNP was associated with worse reproductive outcomes in the
moderate/severe endometriosis group compared to the group with the
minimal/mild form of the disease.

Keywords: Endometriosis, In Vitro Fertilization, Infertility, Single Nucleotide
Polymorphism.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Possiveis locais de acometimento da endometriose.......................
Figura 2: John A. Sampson e a teoria da menstruagéo retrograda................
Figura 3: Teorias sobre a patogénese da endometriose ..............cccceevvevvnnnns
Figura 4: Fatores de reducdo da fecundidade em mulheres com
ENAOMEIIIOSE ...ttt e e e e e e e
Figura 5: Representacéo esquemética de um polimorfismo de base Unica
(SNP — Single Nucleotide Polymorphism)...........cccccoviiiiiiiiiiinnnnnnn.
Figura 6: Figura esquematica da localizacdo do gene FSHR (seta)
NO CroMOSSOMO 2, €M 2P2L...cuuiiiiiiiiiie e



LISTA DE TABELAS

Artigo 1. Table 1. Genotype and allelic frequency of polymorphisms
Ala307Thr and ASNBBOSET ........uuuuiiiiieiiiiieeee e
Artigo 1. Table 2. Haplotype analysis of polymorphisms Asn680Ser and
Ala307Thr of FSHR gene in endometriosis infertile group and
CONEIOL GIOUP ..t
Artigo 1. Table 3. Haplotype analysis of polymorphisms Asn680Ser and
Ala307Thr of FSHR gene in endometriosis subfertility group and
CONEIOL GIOUP e
Artigo 2. Table 1: Characterization of groups - control and case...................
Artigo 2. Table 2: Ovarian response — polymorphisms of FSHR gene.........
Artigo 2. Table 3: Assisted reproduction results according to the
polymorphism Ala307Thr of the FSHR: endometriosis x control

Artigo 2. Table 4: Assisted reproduction results according to the
polymorphism Asn680Ser of the FSHR: endometriosis x control

Artigo 2. Table 5: Assisted reproduction results according to the
polymorphisms of the FSHR: endometriosis I/l x
/TN ot e e

39

40

41
56
57

58

59



AMH
ASRM

BLyS
CA125
CYP19A
EFI

ENZIAN
ERB
ESHRE

ESR1
FCRL3
FIV
FOXP3
FSH
FSHR
GnRH
HOC
IMC
LHS
PROGINS
PTPN22
SHO
SNP
TFM
TRA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Horm®onio anti-mulleriano

American Society of Reproductive Medicine -
Americana de Medicina Reprodutiva

Gene estimulador de linfocitos B

Antigeno de cancer 125

gene da familia do citocromo P450 que codifica a aromatase
Endometriosis  Fertility Index — Index da fertiidade na
endometrioses.

Sistema aleméao de classificacdo para endometriose

Receptor do estrogénio beta

European Society of Human Reproduction and Embryology —
Sociedade Européia de Reproduc¢do Humana e Embriologia
Receptor do estrogénio do tipo 1

Proteina 3 semelhante ao receptor Fc.

Fertilizacao in vitro

Gene Forkhead box P3

Horménio foliculo-estimulante

Receptor do hormonio foliculo-estimulante

Hormonio liberador de gonadotrofinas

Hiperestimulagcéo ovariana controlada

indice de massa corporal

Receptor beta do LH

Variante polimorfica do receptor da progesterona humana
Proteina tirosina fosfatase, néo receptor tipo 22

Sindrome do hiperestimulo ovariano

Polimorfismos de nucleotideo Unico

Taxa de fecundidade mensal

Terapia de reproducéo assistida

Sociedade



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..., 8
2. REVISAO DE LITERATURA ....oooiioeece ettt en st 10
2.1 A ENAOMETIIOSE ...ttt e e s e e e e e e e e e e e e e aeeennnnes 10
222 @ VT Vo | £ I O 1 Tl o RSP 10
P2 T I - Vo [ 1 1S 1 [ o S 10
P2 8 =t o] o 1= 0 0T o] (oo = N 13
ST =1 i o] (oo | = NP PP PP PPPP PP 14
2.6 Endometriose e Infertilidade ..............oovvuiiiiiiiiiiiii e 17
2.7 MaNEJO da JOBNGA ......ccceeiieeeeeieei e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaanes 18
2.7.1 Endometriose e Terapia de Reproducado Assistida ............cccccceeeeeeeeeennn. 20
2.7.2 Marcadores de reserva/reSposta OVariana ..........ccuvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnnnns 21
2.8 POlIMOITISIMOS ... e e e e e e e e e e e e e e eeees 22
2.8. L FSHR ..o a e 23
2.9 HIPOLESE ...ttt 26
S.ARTIGOS ...ttt e e e e e e e e a e e e 27

3.1 Artigo 1 : FSHR gene polymorphisms Ala307Thr and Asn680Ser frequency
in women with and without eNdOMEtrioSIS ..vueveririieririrari i rrrrarr s nennns 27
3.2 Artigo 2 Analysis of Ala307Thr and Asn680Ser Polymorphisms of FSHR

Gene in Infertile Women With and Without Endometriosis and the Correlation

with Human Reproduction OUICOMES ....iuiueueierniriierrinnarsnniarsrnsnrnsnnnnnes 42
B CONCLUSAOD ..o ettt 61
REFERENCIAS ..o e et ettt 62

ANEXOS ... e 74



1 INTRODUCAO

A endometriose é uma doenca inflamatoria estrogénio-dependente que afeta
um grande numero de mulheres em idade fértil causando dor pélvica, dispareunia ou
infertilidade, interferindo assim na qualidade de vida dessas mulheres [1].
Caracteriza-se pela presenca de tecido endometrial estromal e/ou glandular
funcionante em regido ectopica [2]. A principal regido de acometimento é a pelve,
em especial as estruturas em que o sangue decorrente da menstruacdo retrograda
permanece a maior parte do tempo, que sdo:. ovarios e suas fossas, tubas e
estruturas presentes no fundo de saco de Douglas, representadas pelo septo
retovaginal, sigmoide e ligamentos Uterossacrais [3].

A etiologia da doenca ainda € incerta e muitas sdo as teorias para explica-la.
Possivelmente uma somatdria das classicas teorias aos novos conceitos poderia
explicar a origem da endometriose. Fatores permissivos decorrentes da falha do
sistema imune na remoc¢do de fragmentos de endométrio da cavidade peritoneal
podem causar um estado de inflamacao local com hiperativacdo de macréfagos, que
segregam uma variedade de compostos diferentes. Alguns destes compostos
podem causar metaplasia do peritbnio e o desenvolvimento de residuos miullerianos
[4], ou ainda, as células que chegam ao peritbnio sdo metabolicamente alteradas,
tendo alta capacidade de se implantar ectopicamente sem serem destruidas pelo
sistema imune [5].

Cerca de metade das pacientes com endometriose apresentardo infertilidade
conjugal [6]. A relacdo causal entre endometriose e infertilidade ainda nao foi
claramente estabelecida, mas a taxa de fecundidade diminui significativamente em
pacientes com endometriose [7]. Possivelmente os mecanismos que diminuem a
fertilidade na paciente endometriética sao [8]:

- distor¢cdo da anatomia pélvica e da funcéo tubaria;

- funcdo peritoneal alterada (fatores inflamatorios);

- anormalidades ovulatérias e enddcrinas (insuficiéncia lutea);

- disturbios de implantacao;

- piora da qualidade oocitaria e embrionaria;

Vale ressaltar que mesmo a endometriose classificada como minima pode

diminuir a fertilidade das pacientes [9], mostrando que ndo é apenas a extensao,



namero de implantes ou localizagdo da lesdo que levam a infertilidade, devendo a
ligacdo com infertilidade estar muito além da questdo exclusivamente anatémica.

O FSH (hormdnio foliculo estimulante) é uma glicoproteina secretada pela
hipdfise anterior que possui papel no desenvolvimento dos foliculos, maturacéo
oocitéria, regulacdo na esteroidogénese, proliferacdo das células da granulosa e
inducdo da sintese da enzima aromatase, que age como mediadora da
aromatizacdo de andrégenos em estrégenos [10-13].

O FSH atua via receptor (FSHR), o qual é uma glicoproteina transmembrana,
e se expressa nas células da granulosa ovarianas [14]. Este receptor € sintetizado
por uma coépia génica simples, localizada na regido 2p21-16 [15]. Muitos
polimorfismos foram descritos para o FSHR, mas dois destes sdo 0s mais
comumente estudados: Ala307Thr e Asn680Ser.

Estes polimorfismos foram descritos na literatura relacionados a infertilidade,
sindrome dos ovarios policisticos e insuficiéncia ovariana prematura nas mulheres.
Ha diversos relatos sobre resposta aumentada ou diminuida em relacdo a
estimulacdo ovariana controlada para estes polimorfismos. Pouco ha sobre sua
relacdo com endometriose e os resultados de terapias de reproducéo assistida [16-
22].

O presente estudo objetivou correlacionar os polimorfismos do FSHR
Ala307Thr e Asn680Ser com os resultados de reproducdo assistida em pacientes

inférteis com e sem endometriose.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Andr%C3%B3geno
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estr%C3%B3geno
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Endometriose

Endometriose € uma doenca cronica e frequente nas mulheres em idade fértil
[8]. E definida pela presenca de tecido semelhante ao do endométrio em regi&o
ectdpica, ou seja, externa a cavidade uterina, levando a uma reacédo inflamatéria
intermitente e geralmente progressiva [23]. E uma condi¢do benigna, em que o
tecido ectépico € funcionante e responsivo a acdo hormonal [2]. Embora as
pacientes possam ser assintomaticas, a maioria tipicamente apresenta dor pélvica,
infertilidade ou massa anexial [8, 24]. Apesar do grande impacto social e econdémico,
a endometriose permanece mal diagnosticada, mal compreendida e com

tratamentos de baixa eficacia [25].

2.2 Quadro Clinico

A doenca exibe um amplo espectro de manifestacfes clinicas, propensas a
progressdo e recorréncia [26]. Os principais sintomas relacionados a endometriose
sdo dismenorreia, dor pélvica crbénica aciclica, infertiidade, dispareunia de
profundidade, alteracdes urinarias e intestinais ciclicas (tais como dor ou
sangramento no periodo menstrual, de acordo com o local de acometimento) [4, 27].

Pode envolver diversas estruturas anatbmicas, incluindo os ovarios, o
peritbnio, os ligamentos uterossacrais, 0 septo retovaginal, o reto, o célon sigmoide,
o ileo terminal, o apéndice cecal, a bexiga e os ureteres (Figura 1) [3, 4, 28]. Em
localizacBes mais distantes ao Utero como a pele, ou ainda, como o pulméo e a

mucosa nasal os implantes também podem ser encontrados [29, 30, 31].

2.3 Diagndéstico

A suspeita diagnostica ocorre pelo quadro clinico de algia pélvica e/ou
infertilidade, além de possiveis alteracdes em exames de imagem. O diagndstico
definitivo ocorre através do exame histoloégico das lesdes retiradas durante a
laparoscopia, o que € considerado como padrdo ouro para o diagnéstico da doenca
[32].
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Figura 1: Possiveis locais de acometimento da endometriose.
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Fonte: modificado de Cole¢&o Netter de llustragBes Médicas, 2015 [33]

O sintoma mais prevalente € a dismenorreia, sendo que em um estudo
brasileiro este acometimento foi encontrado em 62% das pacientes com
endometriose peritoneal. Nesta mesma pesquisa a prevaléncia de dor pélvica
cronica foi de 57%, dispareunia de profundidade de 55%, alteracdes intestinais
ciclicas de 48%, infertilidade em 40% e dismenorreia incapacitante em 28% das
pacientes [34].

No exame fisico deve-se realizar o exame especular, com a inspecao e a
procura por implante vaginal. O toque vaginal bimanual podera denunciar
tumoragfes anexiais, a falta de mobilidade uterina e sua retroverséo, nodulacdes
endurecidas e dolorosas no fornice posterior ou ligamentos uterossacrais. O toque
retal podera ser realizado quando houver suspeita de acometimento intestinal por
infiltracdo ou massa comprimindo o retosigmoide [35]. Importante ressaltar que o
diagnéstico pode ainda ser suspeitado, mesmo que o exame fisico seja normal, se
houver quadro clinico sugestivo [36].

Véarios métodos de imagem podem ser Uteis na avaliacdo da endometriose



12

ovariana e profunda, mas nenhum deles tem valor pratico na deteccdo da
endometriose superficial [37]. A ultrassonografia transvaginal e a ressonancia
nuclear magnética sdo exames de imagem que podem contribuir para o diagndstico,
especialmente na presenca de lesdes ovarianas. A ultrassonografia transvaginal
apresenta excelente sensibilidade e especificidade para o diagnéstico dos
endometriomas ovarianos (Guerriero et al.,, em 1998, encontraram sensibilidade de
97% e especificidade de 90%) [38]. Ja a ressonancia permite uma visdo panoramica
com possibilidade de reconstru¢cdes multiplanares e tridimensionais, sendo um
excelente método para visualizacdo das estruturas pélvicas [37], assim como o
mapeamento das lesdes, caracterizacdo tecidual da endometriose profunda,
identificando a paciente com doenca multifocal e detectando lesdes em localizacbes
extrapélvicas [39].

A endometriose tem trés apresentacfes distintas sob o aspecto clinico,
anatomopatologico e de imagem: superficial, ovariana e profunda [37]. A
endometriose € definida histologicamente como profunda, quando a infiltracdo da
estrutura anatbmica € maior do que 5mm. Como € um processo infiltrativo, em
continuidade com o tecido fibromuscular, pode ter comportamento agressivo,
ocasionando estenose ureteral ou intestinal, além de envolvimento de nervos da
pelve. Estima-se que 25 a 30% das pacientes acometidas pela doenca tenham esta
forma de apresentacao [40], o que corresponde a cerca de 1% das mulheres em
idade reprodutiva [41].

Na suspeita de acometimento de doenca infiltrativa profunda, a
ultrassonografia transvaginal com preparo intestinal, se realizada por profissional
treinado, podera dar grande acuracia para a doenca intestinal, definindo com maior
precisdo a camada de acometimento e distancia da borda anal, sendo para isto
superior a ressonancia magnética [42]. Tais informacdes sdo fundamentais para o
planejamento cirdrgico.

A endometriose € classificada de acordo com as normas da American Society
for Reproductive Medicine como minima, leve, moderada e grave, através da
avaliacao laparoscopica (anexo 1) [43]. Essa classificacdo baseia-se em um sistema
de pontuacédo que leva em consideracdo a profundidade de invasao da lesdo, sua
extensdo, a bilateralidade e envolvimento dos ovarios, assim como a densidade das

aderéncias e comprometimento do fundo de saco de Douglas. Limitaces
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importantes sdo observadas nesta classificacdo por apresentar pobre correlagao
com as taxas de gestagcdo. Outros sistemas de classificagéo foram propostos, como
o sistema Enzian e o EFlI (Endometriosis Fertility Index), porém ainda possuem
pequena aceitacdo mundial [44, 45]. Apesar de criticada, a classificacdo da ASRM
permanece como a mais utilizada [46].

O CA-125 (Cancer antigen 125) sérico tem sido proposto como um candidato
a biomarcador para a endometriose. E um bem estabelecido marcador para cancer
ovariano de células epiteliais, e é derivado do epitélio celdmico que esta presente no
endométrio, tuba uterina, ovario e peritbnio [47]. O CA-125 esta elevado na
endometriose em decorréncia da estimulacdo do epitélio celébmico e é o marcador
diagnéstico ndo invasivo mais investigado [48]. O caréater inespecifico deste
marcador tem causado importante confusdo aos médicos e em suas pacientes.
Hirsch e cols, em uma metanalise de 2016, com 3626 participantes concluiram que
em mulheres sintomaticas, o CA-125 = 30 unidades/ml, é altamente especifico para
o diagnéstico de endometriose (especificidade de 92,7%). Ja o valor < 30 u/ml ndo
exclui a doenca e uma melhor investigacao devera ser realizada [49].

Trata-se de uma area da ginecologia de grande interesse no meio cientifico,
especialmente porque a etiologia da doenca ndo é clara, assim como 0 seu
comportamento. O padrdo ouro para o diagndstico ocorre através de um ato
cirdrgico e por este motivo este diagndstico € muitas vezes postergado, chegando a
um atraso de até 10 anos entre 0s primeiros sintomas e o diagnostico, inclusive em
paises desenvolvidos como Alemanha e Austria [50]. Além disso, ndo existe um
tratamento curativo, havendo sempre a individualizacdo de cada caso, com a
necessidade muitas vezes de se optar por tratar a dor ou a infertiidade em
determinado momento, com riscos importantes de sequelas, principalmente se a

opcao for o tratamento cirargico [51, 52].

2.4 Epidemiologia

A doenca tem uma importancia econémica relevante para qualquer sistema
de saude. Em 2016, Soliman et al. em uma revisado sistematica observaram que 0s
custos diretos com a doenca partiam de $1.109,00 por paciente por ano no Canada
até $12.118,00 por paciente por ano nos EUA. Custos indiretos iam de $3.314,00

por paciente por ano na Austria até $15.737,00 por paciente por ano nos EUA [53].
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Importante ressaltar que se trata de uma doenca com significativa piora na
qualidade de vida, e isto reflete diretamente na produtividade destas mulheres,
podendo levar a auséncias no trabalho, especialmente por episodios algicos [54].

A endometriose se apresenta como uma doenca de dificil levantamento
epidemiologico, perfil impreciso e que necessita de levantamentos disponiveis, para
que se tenha uma nocao aproximada da sua prevaléncia na populagéo feminina [37].
Estima-se que afete 10 a 15% das mulheres em idade reprodutiva [55], cerca de
80% das mulheres com dismenorreia e mais de 40% das mulheres inférteis possuem
esta enfermidade [56, 57]. Em 2009, Barbosa et al. observaram que curiosamente,
16% de mulheres assintométicas e férteis, que foram submetidas a
videolaparoscopia para laqueadura tubdria, possuiam focos de endometriose
peritoneais confirmados pelo exame histoldgico [58].

Alguns autores tem descrito a endometriose superficial como um fenémeno
normal e ciclico na vida da mulher, e tem indicado que o desenvolvimento e
progressdo da doenca ocorrem somente em algumas destas mulheres por
mudancas da resposta imunolégica [59, 60].

A nuliparidade, a infertilidade, primeira gestacao tardia, intervalos prolongados
entre as gestacfes, menarca precoce e menopausa tardia, ou seja, situacdes de
maior exposicdo aos estrogenos sao consideradas fatores de risco para a doenca
[60]. Em oposicdo, condicdes que diminuem a exposicdo aos estrégenos, como
atividade fisica regular e tabagismo, parecem conferir protecdo, mas estes dados
sao ainda inconsistentes [61, 62]. Alguns estudos relatam um risco de endometriose
3 a 10 vezes maior em parentes de primeiro grau [63], 0 que sugere uma etiologia

genética da doenca.

2.5 Etiologia

N&o ha consenso sobre a origem da endometriose, mesmo ela tendo sido
descoberta ha mais de 100 anos. O mecanismo fundamental deve ocorrer em
decorréncia de uma falha do mecanismo imune em destruir tecidos ectdpicos,
associado a uma anormal diferenciacdo do tecido endometrial que chega ao
peritobnio [5]. S&o muitas as teorias propostas, mas nenhuma isoladamente
consegue explicar todos os tipos e sitios de implantagdo. A unido destas teorias

poderia explicar a etiologia da doenca [64].
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Von Recklinghausen (1896) e Russel (1899) propuseram a origem da
endometriose a partir das células embrionarias. Esta teoria parte do pressuposto de
que em areas adjacentes aos ductos de Miller possam existir células de origem
mdillerianas, que quando ativadas por algum mecanismo ainda nao elucidado,
originariam células semelhantes as do endométrio original e viaveis [65].

A teoria da menstruacdo retrograda de Sampson (1927) (Figura 2) [66, 67]
sugere que a migracdo de células endometriais viaveis através da tuba e
subsequente implantacdo leve a endometriose. No entanto a menstruacao
retrograda € quase que um fendmeno universal, jA& que 90% das mulheres
apresentam este fenbmeno, como pode ser observado em um trabalho de Halme et
al., de 1984 [68]. A presenca de tecido endometrial viavel no fluido peritoneal que é
capaz de implantar e se desenvolver [69] e a distribuicdo anatbmica dos implantes

corroboram esta teoria [70].

Figura 2: John A. Sampson e a teoria da menstruagéo retrégrada.

Fonte: Dastur & Tank, 2010 [66]

Na teoria da metaplasia celémica, o tecido endometrial se desenvolve quando
células mesoteliais celdmicas do peritbnio ou da superficie ovariana sofrem
metaplasia, influenciadas pelos niveis estrogénicos [64]. Outra teoria postula a
circulagdo e implantacdo do tecido menstrual ectdpico do sistema venoso ou
linfatico, ou de ambos [71].

A origem do tecido ectopico tem sido objeto de muita investigacdo. Estudos
propdem elucidar as alteragcdes moleculares, tanto no endométrio topico quanto no
microambiente peritoneal, que favorecam a formacdo de lesbes endometrioticas.

Possivelmente ambos encontram-se alterados, permitindo adesao, invasao,
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proliferagao e crescimento das lesdes (Figura 3) [37].

Figura 3: Teorias sobre a patogénese da endometriose.
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Fonte: modificado de Burney & Giudice, 2008 [72]

Assim, a suscetibilidade das mulheres portadoras da endometriose depende
da interacdo de fatores imunoldgicos, ambientais, hormonais e genéticos (Figura 3).

Diversos estudos mostraram a associacao entre distdrbios imunoldgicos,
doencas autoimunes e endometriose. Estudos em diferentes populagdes mostraram
uma consistente associacdo entre endometriose, artrite reumatoide e psoriase [73,
74]. Se considerarmos outras patologias mediadas pelo sistema imunoldgico, ha
associacdes entre endometriose, asma e rinite alérgica [75].

A endometriose demonstra muitas similaridades com doencas autoimunes
como niveis elevados de citocinas, apoptose celular diminuida, danos tissulares e
anormalidades das acdes das células T e B [76]. Nosso grupo demonstrou diversos
polimorfismos relacionados ao sistema imunoldégico em pacientes com
endometriose, envolvendo as células T (FOXP3, PTPN22) [60, 77, 78], linfécitos B
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(FCRLS3, BLyS) [77, 78, 79, 80, 81] e o receptor da vitamina D [82, 83].

Alguns estudos tém sugerido que a exposicdo as dioxinas pode causar
endometriose. Evidéncias recentes também sugerem que outras toxinas ambientais,
como os ftalatos, bisfenol A e poluentes organoclorados, podem também exercer um
papel no desenvolvimento da doenca [84, 85]. Porém, os atuais dados sdo ainda
inconsistentes [86]. Este tipo de exposicdo pode modular a resposta imunoldgica,
dando uma explicacdo biolégica para o potencial efeito na patogénese da
endometriose.

Classicamente a endometriose é relacionada a fatores hormonais, e
denominada de patologia estrogénio-dependente, mas outros hormonios também
podem estar envolvidos na etiopatogenia da doenca [87]. Nosso grupo relacionou
uma série de polimorfismos de receptores hormonais a etiologia da endometriose,
como os relacionados ao estrogeno (ERfB) [88, 89, 90], progesterona (PROGINS)
[88, 91, 92], LH (LHP) [88] e FSH (FSHR) [16]. Vale ressaltar que polimorfismos
destes horménios ou de seus receptores podem também estar relacionados a
infertilidade [87].

2.6 Endometriose e Infertilidade

Ha um claro envolvimento da endometriose com a queda da taxa de
fecundidade nas mulheres envolvidas. Enquanto a taxa de fecundidade mensal
(TFM) no primeiro ano de tentativas para casais normais varia de 20% a 30% [93], a
TFM em casais em que a mulher é portadora de endometriose encontra-se entre 2%
e 10% ao més [94]. Mesmo a endometriose minima pode estar associada a
diminuicao da fertilidade [9].

Os reais mecanismos da relacdo endometriose e infertilidade n&o estdo
totalmente elucidados. Parece haver um comprometimento multifatorial que envolve
causas mecanicas, moleculares, genéticas e hormonais [37].

Numerosos mecanismos podem interferir na fertilidade de mulheres com
endometriose (Figura 4) e estes incluem alteracéo na foliculogénese, levando a uma
disfuncéo ovulatoria e piora na qualidade oocitaria, interferéncia no mecanismo de
captacdo e transporte do odcito, exposicdo a um ambiente hostil com macrofagos,
citoquinas e substancias vasoativas presentes no fluido peritoneal que pode

impactar tanto no odécito quando na progressdo e agdo dos espermatozoides,
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disfuncdo anatdbmica das tubas uterinas e ovérios, bem como deficiéncia na fase
lutea, reducdo na fertilizacdo, implantacdo e anormalidades na embriogénese [37,
95]. Fenbmenos gestacionais como aborto recorrente ou perdas pré-termos podem

também ser observados mais frequentemente em pacientes com endometriose [96].

Figura 4: Fatores de reducédo da fecundidade em mulheres com endometriose.
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Fonte: modificado de Stilley et al., 2012 [96]

2.7 Manejo da doenca

O tratamento da paciente infértii com endometriose deve levar em
consideracdo se ha associacdo com dor pélvica, a idade da paciente, o status
tubario e se ha fator masculino associado. Pode-se optar por tratamento cirargico ou
por técnicas de reproducédo assistida de baixa ou alta complexidade. Tratamento
medicamentoso como supressdo da fungcdo ovariana para pacientes com
endometriose e desejo reprodutivo mostraram-se ineficazes e nado devem ser
recomendados antes ou apos o tratamento cirargico [97]. Apenas 0 uso de analogo
de GnRH mostrou ser benéfico se utilizado antes de uma fertilizacdo in vitro (FIV),

por 3 a 6 meses [98].
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O tratamento cirargico destas pacientes consiste em remover o tecido
endometriético e lise de aderéncias, preferencialmente por via laparoscoépica, com a
intencdo de restaurar a anatomia normal [99]. A videolaparoscopia diagnostica nao
tem mais espaco como opcdo terapéutica, ja que a cirdrgica mostrou-se muito
superior e com semelhante morbidade [100]. O tratamento cirlrgico pode levar a
maiores taxas de gestacao, tanto nos estagios mais leves de endometriose quanto
nos mais severos, quando comparados a conduta expectante [32, 101, 102, 103].
Porém estes numeros ndo sdo animadores jA que sdo necessarias 12
videolaparoscopias para cada gestacdo nas pacientes classificadas como nivel | ou
Il de endometriose [103].

A presenca de endometriomas ovarianos indica doenca severa,
representando um desafio ao cirurgido [104] e geralmente sdo marcadores de uma
endometriose mais extensa, raramente restrita apenas ao ovario [99]. A abordagem
cirirgica aos endometriomas ovarianos deve objetivar a exérese da capsula, e ndo
apenas a coagulacéo da parede ou a drenagem do contetdo. Desta maneira ha uma
diminuicAo da taxa de recorréncia e aumento na chance de gravidez [105].
Endometriomas maiores que 3 cm de diametro devem ser retirados quando
possiveis, levando-se sempre em consideracdo o evento adverso da diminui¢do da
reserva ovariana que este ato pode levar, com risco de selar o futuro reprodutivo
destas pacientes [32, 99]. Em 2016, Mircea et al. observaram que das pacientes
submetidas a videolaparoscopia para cistectomia, 40% apresentavam perda de
parénquima ovariano normal, que havia sido retirado inadvertidamente, apesar dos
cirurgides serem considerados experientes [106]. Diversos trabalhos também
observaram a queda do horménio anti-mulleriano apds a exérese do endometrioma
[107, 108], o que fortalece a hipotese de diminuicdo da reserva ovariana com 0
procedimento e reforca a necessidade de cautela e individualizagdo de cada caso,
especialmente em grupos de risco para pool oocitario diminuido, como por exemplo,
em paciente com mais de 35 anos ou que sofreram uma cirurgia ovariana prévia.

ApOs a primeira cirurgia para tratar as mulheres endometriéticas com
infertilidade, cirurgias adicionais raramente aumentardo a fecundidade, e estas
pacientes terdo melhores chances se realizarem terapias de reproducéo assistida
[109].
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2.7.1 Endometriose e Terapia de Reproducao Assistida

A estimulacdo ovariana controlada associada a inseminagdo intra-uterina,
especialmente quando se utiliza gonadotrofinas, podem elevar a taxa de
fecundidade mensal das pacientes com endometriose | e Il, se comparada a conduta
expectante [110]. Os melhores resultados acontecerdo nos primeiros seis meses
apos a realizacao da cirurgia, com taxa de gravidez por ciclo de 21% nas pacientes
com endometriose minima e 18,9% em pacientes com endometriose leve [32, 111].

Segundo o dUltimo guideline da ESHRE, devemos considerar a FIV em
paciente inférteis com endometriose quando a fungéo tubéaria estiver comprometida,
existir fator masculino associado ou houver falhas em técnicas de tratamentos
anteriores (cirurgia e/ou baixa complexidade) [32].

Em 2010 a ASRM divulgou seus resultados de transferéncia embrionaria pés-
FIV e foi relatado que a taxa global de nascimento por captacdo em mulheres
inférteis varia de 44,6%, naquelas abaixo dos 35 anos de idade, a 14,9% no grupo
de 41 a 42 anos de idade. A taxa média por captacdo em pacientes com
endometriose foi de 39,1% [112].

Harb et al., em sua metandlise de 2013, observaram dados de 27 estudos e
8984 mulheres e foram evidenciados reducao de 7% nas taxas de fertilizacdo em
pacientes com endometriose I/l quando comparadas com o0 grupo controle
(RR=0,93; 1C95% 0,87-0,99; p=0,03). Em pacientes com endometriose IlI/IV, foram
observadas menores taxas de implantacédo (RR = 0,79, 1C95% 0,67-0,93; p=0,006) e
de gestacdo clinica (RR = 0,79, IC95% 0,69-0,91; p=0,0008). Os autores concluiram
que a reducédo nas taxas de gestacéo clinica (21%) em mulheres com endometriose
I/IV submetidas a FIV, significa que o tratamento da endometriose nédo ira
necessariamente restaurar as taxas de gravidez clinica, tornando-as similares
aquelas de mulheres sem endometriose [95].

A fertilizacdo in vitro (FIV) € um processo constituido das seguintes etapas:
estimulacdo ovariana controlada com gonadotrofinas, a fertilizagdo dos odcitos, o
desenvolvimento dos embrides, a transferéncia de embrides e o suporte de fase
litea para favorecer a implantacdo. Todas estas etapas sao criticas para uma FIV
bem-sucedida [113].

A estimulacdo ovariana controlada objetiva a obtencdo de um numero

adequado de odcitos de boa qualidade para que a fertilizacdo seja bem sucedida e
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permita a sele¢cdo de bons embrides para transferéncia [113, 114], maximizando as
taxas de gravidez/implantacdo. No entanto, as mulheres submetidas ao estimulo
promovido pelo uso de gonadotrofinas podem responder de diferentes maneiras e,
com os recursos disponiveis até o0 momento, é dificil de predizer esta resposta [16].

De acordo com a resposta ovariana a estimulagdo ovariana controlada, estas
pacientes poderdo ser classificadas como normo-respondedoras, pobre-
respondedoras ou hiper-respondedoras. As hiper-respondedoras, especialmente se
produzirem mais do que 20 foliculos e apresentarem sintomas clinicos como ascite,
hemoconcetracdo, derrame pleural, anormalidades da funcdo hepatica e
coagulacao, além de estradiol sérico = 4000Ul, seréo classificadas como portadores
da Sindrome de Hiperestimulo Ovariano (SHO) [115], que é a mais séria
complicacdo em reproducao assistida e representa risco a vida [116].

Em contraste a esta situagdo, as pobre-respondedoras terdo menores
chances de gravidez e poderdo necessitar de repetidos ciclos de estimulagéo e/ou
FIV para obter-se o nimero apropriado de odcitos e o sucesso da gestacdo. As
pacientes com endometriose tém maior risco de se comportarem como pobre-
respondedoras, sendo este um dos motivos para piores resultados em comparacao
a outros grupos de mulheres com infertilidade por outras causas [8].

2.7.2 Marcadores de reserva/resposta ovariana

Varios sdo os marcadores propostos para tentar predizer a resposta ovariana.
Dentre estes, se destacam: a idade da mulher, o perfil hormonal [FSH, 17-B-
estradiol, Inibina B e horménio anti-milleriano (AMH)], o indice de massa corp6reo
(IMC), sinais ultrassonograficos (volume ovariano, fluxo ao doppler e contagem de
foliculos antrais), historico da paciente em relacdo aos vicios (tabagismo), historico
de cirurgia ovariana prévia, historico de estimulacdo ovariana prévia [117].

Dentre todos os marcadores de reserva ovariana e preditores de gestacéo,
nenhum é superior a idade da paciente [118]. O FSH sérico coletado no 3° dia do
ciclo menstrual continua sendo o mais utilizado, porém ele prediz apenas o mal
prognoéstico e quando este ja esta claramente instalado [119], além de possuir uma
variabilidade importante entre um ciclo e outro. Hansen et al. concluiram que o AMH
e a contagem de foliculos antrais se correlacionam com numero de foliculos

primordiais ovarianos, mesmo apo6s o ajuste para idade cronolégica [120].
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O AMH parece ser o mais promissor dentre todos estes marcadores
hormonais. E produzido exclusivamente nas gbénadas pelas células da granulosa
para limitar o numero de odcitos recrutados e regular o numero de foliculos que
deveréo crescer, além de selecionar o foliculo dominante para ovulacéo [121]. Uma
meta-analise incluindo 1500 pacientes de nove estudos estabeleceu que o AMH é
um bom preditor de resposta ovariana excessiva [122]. Sem duvida € um bom
marcador, mas ainda nao foi estabelecida uma relacdo com o progndstico da
resposta ovariana quando se tem baixa reserva, nem como prognostico do sucesso
de uma FIV.

Novos marcadores para prever a resposta ovarica foram propostos,
destacando-se os polimorfismos de varios genes, como por exemplo, o receptor de
estrogénio alfa (ESR1), citocromo P450 19A (CYP19A) e o horménio foliculo-
estimulante (FSH) [113, 123, 124, 125, 126].

2.8 Polimorfismos

O termo polimorfismo génico refere-se a uma variante de uma determinada
sequéncia génica encontrada em mais de 1% da populacdo geral. Os SNPs
(polimorfismos de nucleotideo Unico) apresentam geralmente dois alelos
correspondendo a duas bases diferentes que ocupam uma localizacdo em particular
no genoma (lécus) (Figura 5). O fato dos SNPs serem comuns néo significa que eles
sejam inertes. As alteracdes em lécus incluem (I) alteracBes na sequéncia do DNA,
mas que nao mudam a sequéncia da proteina; (ll) alteragbes na sequéncia do DNA
que levam a alteracdes na sequéncia da proteina, mas sem mudar a sua funcao; (lll)
alteracdes na sequéncia do DNA que levam a alteracdes da proteina, com diferentes
atividades (aumento ou diminui¢cdo da funcédo); e (IV) alteracdes na sequéncia de
DNA que levam a alteracBes na proteina que a tornam ndo funcional. Existem
evidéncias que eles estejam envolvidos em alteragdes sutis em suscetibilidade a

doencgas, em vez de uma causa direta dessas enfermidades [127].
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Figura 5: Representacao esquematica de um polimorfismo de base Unica (SNP — Single Nucleotide

Polymorphism)

Fonte: modificado de Corréa-Giannella et al., 2008 [128].

2.8.1 FSHR

O FSH tem sido implicado no crescimento, maturacao e atresia folicular, na
proliferacdo de células da granulosa e na sintese de estradiol a partir de
androgénios através da enzima aromatase [129]. Os efeitos do FSH sdo mediados
pelo receptor de FSH (FSHR), um receptor acoplado a proteina G e expresso nas
células da granulosa [130]. O gene FSHR esta localizado na regido 2, banda 1 do
braco curto do cromossomo 2 (2p21 — Figura 6), abrangendo uma regido de 54kb
[131] e contém um grande exon, que codifica a transmembrana e dominios
intracelulares; e nove exons menores, que codificam os dominios extracelulares
[130].

Figura 6: Figura esquemaética da localizacdo do gene FSHR (seta) no cromossomo 2, em 2p21.
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Fonte: disponivel em Ensembl: http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View [132]
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Mudancas na estrutura do receptor de FSH (FSHR) poderiam interferir na
acdo do proprio FSH, modificando a producéo de estrogénio e a funcao folicular
normal, o que influenciaria o inicio e persisténcia da infertilidade, assim como da
endometriose e consequentemente o0s resultados das terapias de reproducao
assistida. Desta maneira € de se supor que pesquisas sobre os polimorfismos do
FSHR poderiam ter grande importancia na individualizacdo das doses de
gonadotrofinas utilizadas na hiperestimulacdo ovariana controlada (HOC), no
entendimento da infertilidade e também da endometriose [133, 134].

Recentemente, mutacdes naturais dos genes do FSH e FSHR foram descritas
e até agora mais de 900 SNPs sao conhecidos. Dois dos polimorfismos do FSHR
mais estudados sdo: Ala307Thr na posicdo 307 do dominio extracelular, que troca
uma alanina (Ala) por uma tirosina (Thr) e o Asn680Ser, localizado na posi¢do 680
do dominio intracelular, que troca uma asparagina (Asn) por uma serina (Ser) [114].
Esses dois SNPs foram relacionados a resposta ovariana e afetam a funcéo do gene
mudando as propriedades da proteina e consequentemente modificando a resposta
ao FSH [135].

Perez et al. foram os primeiros a relatar que o polimorfismo FSHR680Ser esta
associado com niveis mais elevados de FSH sérico e maior necessidade de
gonadotrofinas durante a HOC [136]. Achados similares foram encontrados por
outros grupos em diferentes populacées [137, 138]. Por outro lado, um estudo
britAnico com 421 pacientes ndo demonstrou associacdo do polimorfismo
Ser680Asn com marcadores de reserva ovariana, como o AMH, assim como n&o
demonstrou correlagdo com a resposta ovariana a estimulacdo com gonadotrofinas
[139, 140]. Binder et al. analisaram este mesmo polimorfismo em 259 mulheres
germanicas que foram submetidas a terapia de reproducdo assistida (TRA) e
descobriram que a variante genética Asn680Ser ndo serve como preditor de ma-
resposta na HOC [141].

Ja Pabalan et al., em sua meta-andlise de 2014, demonstraram que o
genaotipo do gene FSHR pode ser importante para determinar a resposta ovariana.
Os achados demonstraram que para o FSHR N680S o gendtipo SS era mais
encontrado em pobre-respondedoras (OR=1,61, p=0,08) e os gendtipos NN e NS
ndo demonstraram associagao [16]. Um estudo chinés de coorte com 1250 mulheres

que foram submetidas & FIV/ICSI observou que ha uma correlacdo linear entre os
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niveis de FSH basal, consumo de gonadotrofina exdgena, od6citos recuperados na
puncéo ovariana e alelos Ser680. Pacientes do grupo SS homozigoto apresentaram
niveis de FSH basais mais elevados, requerendo doses maiores de gonadotrofinas
para a estimulacdo ovariana, e um numero menor de odécitos recuperados em
comparacao ao grupo heterozigoto e homozigoto NN.

Muitos sdo os trabalhos que envolvem os polimorfismos do FSHR e os
resultados em reproducdo humana assistida, porém nem todos demonstraram
associacdo, o que pode ser explicado pelo numero de participantes de cada estudo
ou pela particularidade de cada populacdo envolvida. Os trabalhos com maior
namero de pacientes demonstraram uma clara associacdo entre polimorfismo dos
receptores do FSH e os desfechos da HOC.

Ja a relacdo FSHR e endometriose foi abordada em 2014 por Kerimoglu et
al., que demonstraram que pacientes com o genoétipo SS (680 Ser/Ser) ou AA (307
Ala/Ala) tinham uma menor chance de desenvolver um endometriose Il ou IV. Outro
estudo investigou 300 pacientes taiwanesas com endometriose e 337 controles,
tendo encontrado que o alelo G (Ser) do polimorfismo Asn680Ser era protetor para
endometriose, observada em mulheres GG (Ser/Ser) e AG (Ser/Asn) [142]. S&o
poucos os trabalhos que analisaram estes polimorfismos e a endometriose, apesar
da provavel associacdo, ja que a endometriose € uma doenca estrogénio-
dependente e modificacbes no receptor do FSH poderiam promover uma acgao
modificada do FSH na foliculogénese e esteroidogénese, modificando a quantidade
de estrogénio circulante, favorecendo ou diminuindo o0 aparecimento da
endometriose.

Como o FSH desempenha um papel central na estimulacdo de crescimento
dos foliculos, esta é a gonadotrofina utilizada durante os protocolos de FIV e em
outros tratamentos de infertilidade tanto femininas quanto masculinas. Embora
protocolos de estimulacdo semelhantes sejam utilizados em FIV, a resposta
ovariana ao FSH exdgeno tem uma ampla variacdo, podendo apresentar desde uma
pobre resposta até uma hiper-resposta. Aproximadamente 20% das mulheres
submetidas a HOC respondem pobremente ao estimulo com gonadotrofinas [143].
Estas pacientes apresentam baixa concentracdo sérica de estradiol, menor
quantidade de 6vulos maduros e taxas de gestacdo diminuidas.

Muitos parametros tém sido utilizados como marcadores de predicdo da
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resposta ovariana, conforme descrito anteriormente. Porém, a determinacgdo da dose
de FSH necessaria para atingir uma 6tima resposta ovariana durante a FIV € um dos

atuais desafios no campo da infertilidade.

2.9 Hipotese
No atual estudo nos hipotetizamos que os polimorfismos do FSHR podem
estar envolvidos na patogénese da endometriose e/ou infertilidade e analisamos sua

correlagdo com os resultados de reproducdo humana assistida.
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Abstract

Background/Aims: The endometriosis is an estrogen-dependent inflammatory disease that affect a
large number of women in fertility age causing pelvic pain, dyspareunia or infertility, affecting
directly the quality of life of these women. The polymorphisms in follicle-stimulating hormone
receptor (FSHR) were associated to different sensibility to follicle-stimulating hormone (FSH)
recombinant and it participates in steroidogenesis. Because of this we aimed to investigate if
Asn680Ser and Ala307Thr are associated with endometriosis, its staging and the status of fertility
when compared with fertile women without endometriosis.

Methods: Case-control study that evaluated 862 women, 352 women with endometriosis (32.8+ 2.4
years old) and 510 fertile women without endometriosis (31+3.9 years old). The analysis of
polymorphisms was performed using TagMan system by real time polymerase chain reaction (PCR).
Statistical significance was considered at p<0.05.

¢) Results: We observed an influence of Asn680Ser and Ala307Thr alleles in endometriosis.

The allele G of Asn680Ser was more frequent in subfertile women with moderate/severe
endometriosis (p=0.01). When we analyzed the haplotypes the wild type alleles of Asn680Ser and
Ala307Thr (Asn/Ala) are protective factors to endometriosis in infertile patients (p=0.001). The same
was observed in subfertile endometriosis group (p=0.01), suporting these results the haplotype
Ser/Thr was more frequent in subfertility group (p=0.005).

d) Conclusions: Based on these results we believed that FSHR polymorphisms influence the
occurrence of endometriosis in Brazilian women and it might contribute to development the
biomarkers of endometriosis and its states of severity and fertility.

Key-words: Polymorphism; infertility; endometriosis; FSH.
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1 Introduction

Endometriosis is an estrogen-dependent inflammatory disease that result chronic pelvic pain
and/or infertility for women with reproductive age. Its accurate mechanisms are not completely
elucidated. There is a wide clinical variability, existing patients with pain symptoms and no infertility,
another with infertility and no pain and some with both [1, 2].

Endometriosis is a multifactorial disease and knowledge about genetic aspects becomes
increasingly important to understand the variability of endometriosis. Although many researchers
studied single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with risk of developed it, its prognosis is
difficult to predict.

If we take into account the importance of follicle-stimulating hormone (FSH) in reproductive
system and its responsibility in the follicle development, oocyte maturation, especially in regulation of
steroid synthesis and granulosa cells growing and induces synthesis of the androgen-converting
enzyme aromatase [3-5]. It is possible associated its function with endometriosis and fertility.

The FSH acts stimulating the FSH receptor (FSHR), which is a trans-membrane glycoprotein,
and it is expressed on granulosa cells in the ovary [6]. This receptor is synthesized by a single-copy
gene, located in the region 2p21-16 [7]. It's know more than 900 SPNs (Single Nucleotide
Polymorphism) were found in this gene (FSHR) [8].

The most explored are Ala307Thr and Asn680Ser and they were associated with variability of
FSH level in blood and consequently of estrogens, which can influence the reproductive outcomes [9,
10]. FSHR’s haplotype 307Ala/Ala 680Ser/Ser was associated with lower sensitivity to recombinant
FSH (rFSH) in controlled ovarian hiper stimulation (COH) and also the genotype 680Asn/Asn had
higher bioactivity of intracellular transduction and aromatase after binding FSH based on these results
was considered that increases the risk of endometriosis [11]. This hypothesis was studied but there is
not an agreement about the FSHR’ polymorphisms in endometriosis, Wang et. al. (2012)[11] showed
that the haplotype 307Ala/Ala 680Asn/Asn shows an increase risk to develop endometriosis whereas
Kerimoglu et al. (2015)[12] did not find differences between the frequencies of these polymorphisms

and endometriosis risk.



30

We hypothesized that FSHR’s polymorphisms might influence the sensibility of FSH in
women changing their response in endometriosis. The aim was to investigate the influence of
polymorphisms Ala307Thr and Asn680Ser in women with endometriosis, considering the stage of
disease and the fertility status compare to fertile women without endometriosis and thus contribute to

the propaedeutic of infertility of this type of patient.

2 Materials and Methods
2.1 Patients

This is a case-control study that evaluated 862 women between January 2011 to June 2015.
We have studied 352 women with endometriosis from Endometriosis Outpatient clinic at Center of
Human Reproduction and Genetic of Faculdade de Medicina do ABC (Instituto Ideia Fértil). All
patients were younger than 38 years old, with normal levels of FSH (<10.0 IU/ml), TSH (<4 mIU/L)
and prolactin (<25 ng/ml), presence of both ovaries without any morphological abnormalities,
ovulatory cycles (25-35 days) and body mass index (BMI) <30.

The diagnostic of endometriosis was confirmed by laparoscopy and histological analysis of the
lesions It was used the Revised American Society for Reproductive Medicine classification of
endometriosis (ASRM, 1997) [13].

Considering the WHO parameters, the infertility was defined by the failure to achieve clinical
pregnancy after 12 months or more of regular unprotected sexual intercourse [14]. Because of that, the
group of endometriosis was divided to evaluate better the endometriosis results about fertility. The
first group is: endometriosis subfertile (112/352), women that after endometriosis treatment of assisted
reproductive technologies got pregnancy; and the second is: endometriosis infertile (240/352), women
that after laparoscopy, endometriosis treatment and/or assisted reproductive technology did not get
pregnancy. The median age of endometriosis subfertile group was 32.76 + 3.10 years and
endometriosis infertile group 32.9 + 2.8 years.

Besides, case group was divided to in two groups: minimal/mild (140) or moderate/severe

(212). In endometriosis subfertile group, 54 women were classificated in minimal/mild endometriosis
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and 58 in moderate/severe; and in endometriosis infertile group, 86 were classificated in minimal/mild
and 154 were moderate/severe.

The control group was composed of 510 fertile women (mean age 31 + 3.9 years) without
history of endometriosis that was assisted in Integral Care Center for Women's Health (Centro de
Atencdo Integral a Saude da Mulher - CAISM) of Faculdade de Medicina do ABC. The control group
was compose of women with at least two child, that were submitted to permanent method of
contraception by laparoscopy, where did not observed endometriosis in inspection of the pelvic cavity
during the laparoscopy.

The clinical information and the blood samples were collected after obtaining a signed in

informed consent, approved by the local Research Ethics Committee.

2.2 Methods
2.2.1 Genotyping

DNA was extracted from lymphocytes of peripheral blood with salting out method according
to Lahiri and Nunberger [15]. Protocols’ genotyping of FSHR polymorphisms detection
(919G>A/Ala307Thr/rs6165 and 2039A>G/ Asn680Ser/rs6166) was performed using TagMan system
by real time polymerase chain reaction (PCR), with commercially available primers and probes
(rs6165 and rs6166) available by Life Technologies (Foster City, CA, USA). Assays were performed
with TagMan Genotyping Master Mix with 100 ng of DNA per reaction. PCR conditions were 40

denaturation cycles of 15 seconds at 95°C and 1 minute of annealing/extension at 60°C.

2.2.2 Statistical Analysis

Statistical analyses were carried out using SPSS for Windows 11.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).
The chi square test was used to compare allele and genotype frequencies between groups, to estimate
Hardy—Weinberg equilibrium, and to calculate the power of the test. The odds ratio (OR) and range
with 95% confidence interval (95% CI) were calculated for the presence of the reference genotype

using a logistic regression model. The association between the combined genotypes of FSHR gene
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polymorphisms and risk of endometriosis was also evaluated by the study of haplotypes using
Haploview software version 4.1 (http://www.hapmap.org). All p values were two-tailed, and 95% Cls

were calculated. A p value < 0.05 was considered statistically significant.

3 Results

The genotyping analysis to Ala307Thr in all patients (862) were 210 GG (24.3%), 429 GA
(49.8%) and 223 AA (25.9%). The control group showed: 125 GG (24.5%), 262 GA (51.4%) and 123
AA (24.1%). In endometriosis group (subfertility and infertility), we observed: 85 GG (24.1%), 167
GA (47.5%) e 100 AA (28.4%). The results in each group were showed in table 1. The alleles of
Ala307Thr founded in all patients after the analysis were: 849 G (49.2%) e 875 A (50.8%) (Table 1).
The Hardy-Weinberg Equilibrium was calculated and all groups were in equilibrium (p>0.05) (Table
1).

The genotyping analysis of Asn680Ser in all patients were: 300 AA (34.8%), 417 AG (48.4%)
and 145 GG (16.8%). In control group were: 180 AA (35.3%), 254 AG (49.8%) and 76 GG (14.9%).
In endometriosis group: 120 AA (34.1%), 163 AG (46.3%) and 69 GG (19.6%). The alleles of
Ala307Thr founded in all patients after the analysis were: 1017 A (59.0%) and 707 G (41.0%) the
results to each group is in Table 1, the Hardy-Weinberg Equilibrium was calculated and all groups
were in equilibrium (p>0.05) (Table 1).

Considering the allelic analysis (Table 1) was observed the allele G (Ser) of Asn680Ser was
more present in patients with moderate/severe than in control group (p=0.010). The haplotype
analysis (Asn680Ser and Ala307Thr) showed in endometriosis infertile group less frequency of
haplotype AG (Asn/Ala) when compared with control group (p=0.001). When stratified by the
classification of endometriosis minimal/mild and moderate/severe also had lower frequency of this
haplotype (p=0.035 and p=0.008, respectively) (Table 2).

The analysis in endometriosis subfertile group reveled the less frequency of haplotype AG

(Asn/Ala) (p=0.010) (Table 3). But when analyzed the endometriosis stages we did not find
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differences to this haplotype. Considering the haplotype GG (Ser/Thr) we observed that it was more
frequent in moderate/severe endometriosis in subfertile group (p=0.005) (Table 3).
The power of the test calculated was 99.8% (0=0.998) and 94.4% (0=0.944) to the

endometriosis group considering the Ala307Thr and Asn680Ser polymorphism, respectively.

4 Discussion

The endometriosis is a multifactorial disease and its etiopathogeny have not been elucidated
yet. Probably the interaction of immunological, hormonal, environmental and genetic factors can
increase the susceptibility to development of the disease. However, the genetic contribution has been
investigated and some genes have been associated with the development of endometriosis, also they
might influence the local and serum levels contribute with the ectopic endometrial tissue [16-18].

It is known that polymorphisms associated with FSH and estradiol metabolism may be linked
with endometriosis mechanism and its progress [19-21]. Considering the polymorphisms Ala307Thr
and Asn680Ser can change the protein structure [22, 23], the local environmental can be influenced,
producing more or less estrogens and even the Hipothalamus - Hypophysis - Gonad axis may be
influenced because these hormonal changes.

The literature evinced that FSHR’s polymorphisms could change the FSH receptor’s
sensibility and the serum levels of FSH [10, 23, 24]. Consequently the ovarian response and
reproductive outcomes were investigated and polymorphisms Ala307Thr and Asn680Ser were
associated with different gonadotrophin doses used to ovarian stimulation and different reproductive
outcomes [9, 25-27].

Based in this information we believe that these polymorphisms may participate in
endometriosis pathology. As demonstrated in our results which the wild alleles (AG — Asn/Ala) were
protective to endometrioses and the allele G (Ser) in rs6166 was involved with moderate/severe
endometriosis of subfertility group in allelic (p=0,010) and haplotypes analysis (p=0,005).

Wang et al. (2011) [28] investigated 300 Taiwanese Chinese women with endometriosis and

337 controls without endometriosis. They found that allele G in Asn680Ser was protector to
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endometriosis observed in woman GG and AG. However their study did not consider the fertility
status and the polymorphism Ala307Thr. We consider that women with endometriosis subfertile and
infertile had a different response to endometriosis.

Kerimoglu et al. (2015) [12] analyzed 100 women with endometriosis and 100 fertile women,
they did not observed differences between women with endometriosis and their controls. But when
they stratified the patients with endometriosis according to disease staging, they found that the patients
with the 680 Ser/Ser or 307 Ala/Ala genotype were less likely to develop stage I11-/IV endometriosis
compared to the stage I/1l endometriosis group. As our results were different Ser in Asn680Ser which
showed more frequently in women with moderate/severe endometriosis. But when we analyzed the
haplotypes we found the allele Ala (Ala307Thr) is a protector together with Asn (Asn680Ser) to this
group of Brazilian women.

Considering the FSHR polymorphisms had a large variability of frequency in the world like
demonstrated by Simoni and Casarini (2014)[10] , the different endometriosis’ symptoms and express
and genetic variability of the Brazilian population it was expected different results from the literature.

This study showed a novel view about the theme considering subdivision of endometriosis
stages and dividing the endometriosis in infertile and subfertile. The perfect group to compare would
be the fertile patients with endometriosis, but our service has difficult to reach these patients
considering we are a human reproductive service and because probably the patients with
endometriosis that reach spontaneous pregnancy has difficult to discover the disease. In addition, the
polymorphisms in FSHR gene can influence the development of endometriosis in this Brazilian
population when compared with fertile women without endometriosis. The haplotype Asn680/Ala307
demonstrated a protective effect and the presence of allele G (Asn680Ser) is associated with
moderate/severe endometriosis in subfertile group. Considering the FSH response could be different
and may modify the feedback in Hipothalamus-Hypophysis-Gonad axis, these concepts adds new
knowledge to the gap of treatment for endometriosis, in addition, investigations about multifunctional

FSHR gene polymorphism may produces new insights into the treatment of endometriosis.
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Table 1: Genotype and allelic frequency of polymorphisms Ala307Thr and Asn680Ser.

Genotypes Alleles o
FSHR gene Groups n o (%) 1 (%6) o (%) n (%) n (%) p OR (Cl 95%) HWE
GG GA AA G A
Ala307Thr* Infertility Endometriosis 240 53(22.1) 115(47.9) 72(30.0) 221 (46.0) 259 (54.0) 0.148 1.18(0.95-1.47) 0.858

Minimal/mild Endometriosis 86 21 (24.4) 38(44.2) 27 (31.4) 80 (46.5) 92(53.5) 0.416 1.16(0.84-1.60) 0.583
Moderate/severe Endometriosis 154 32 (20.8) 77 (50.0) 45(29.2) 141 (45.8) 167 (54.2) 0.196 1.19(0.92-1.54) 0.961

Subfertility Endometriosis 112 32(28.6) 52 (46.4) 28 (25.0) 116 (51.8) 108 (48.2) 0.718 0.94(0.70-1.25) 0.758
Minimal/mild Endometriosis 54 10(18.5) 29(53.7) 15(27.8) 49 (45.4) 59(54.6) 0.393 1.21(0.81-1.81) 0.828
Moderate/severe Endometriosis 58 22 (37.9) 23(39.7) 13(22.4) 67 (57.8) 49 (42.2) 0.148 0.74(0.50-1.09) 0.361

Control Group 510 125(24.5) 262 (51.4) 123(24.1)  512(50.2) 508 (49.8) 0.825

AA AG GG A G
Asn680Ser** Infertility Endometriosis 240 86(35.8) 111(46.3) 43(17.9)  283(59.0) 197 (41.0) 0.689 1.05(0.84-1.31) 0.790
Minimal/mild Endometriosis 86 31(36.0) 39(45.4) 16(18.6)  101(58.7) 71(41.3) 0.777 1.06(0.77-1.48) 0.835
Moderate/severe Endometriosis 154 55(35.7) 72 (46.7) 27(17.6)  182(59.1) 126(40.9) 0.777 1.05(0.81-1.36) 0.919

Subfertility Endometriosis 112 34 (30.4) 52 (46.4) 26(23.2) 120 (53.6) 104 (46.4) 0.080 1.31(0.98-1.75) 0.779
Minimal/mild Endometriosis 54 19(35.2) 27(50.00 8(14.8) 65(60.2) 43(39.8) 0.920 1.00(0.67-1.50)  0.946
Moderate/severe Endometriosis 58  15(25.9) 25(43.1) 18(31.0) 55(47.4) 61(52.6) 0.010 1.68(1.14-2.47) 0.586

Control Group 510 180(35.3) 254 (49.8) 76(14.9) 614 (60.2) 406 (39.8) 0.674

SNP-Single Nucleotide Polymorphism. OR-Odds Ratio. CI - Confidence Interval. HWE- Hardy-Weinberg Equilibrium. Bold font meaning statistical level was p<0.05.
*The power of the test calculated was 6=0.998. ** The power of the test calculated was a=0.944.

6€
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Table 2: Haplotype analysis of polymorphisms Asn680Ser and Ala307Thr of FSHR gene in endometriosis
infertile group and control group.

Infertile Endometriosis Minimal/Mild Moderate/severe Control Group
Haplotype*
% P % p % P %
AA 52.3 0.142 52.2 0.332 52.4 0.191 48.3
GG 39.2 1.727 399 0.673 38.8 0.868 38.3
AG 6.6 0.001 6.6 0.035 6.7 0.008 11.9
GA 1.8 0.672 1.3 0.830 2.1 0.484 15

*Haplotype of polymorphisms Asn680Ser and Ala307Thr.

Bold font meaning statistical level was p<0.05.
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Table 3: Haplotype analysis of polymorphisms Asn680Ser and Ala307Thr of FSHR gene in endometriosis
subfertility group and control group.

Haplotype Subfert|l_|ty_ Minimal/Mild Moderate/severe Control Group
. Endometriosis
% p % p % p %
AA 48.0 0.996 535 0.291 41.2 0.156 48.3
GG 44.8 0.708 38.7  0.930 51.6 0.005 38.3
AG 6.1 0.010 6.7 0.097 6.2 0.060 11.9
GA 11 0.607 11 0.734 1.0 0.656 15

*Haplotype of polymorphisms Asn680Ser and Ala307Thr.

Bold font meaning statistical level was p<0.05.
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Analysis of Ala307Thr and Asn680Ser Polymorphisms of FSHR Gene in Infertile
Women With and Without Endometriosis and the Correlation with Human Reproduction
Outcomes

Abstract

Introduction: The pathogenesis of endometriosis is still not clear, but certainly genetical factors are
involved in the process. Changes in FSH action caused by mutations in the FSH receptor could
interfere in follicular growth and consequently the estrogen production, causing different outcomes
in reproduction and/or favoring the endometriosis development. Objective: We aimed to evaluate
Ala307Thr and Asn680Ser genotypes of the FSHR gene in infertile women with and without
endometriosis and correlate the findings with the results of ovarian stimulation and assisted
reproduction. Study Design: Cross-sectional study covering 340 infertile women, 214 with
endometriosis and 126 with infertility caused by male or tubal factor, submitted to in vitro
fertilization (IVF). Genotyping of FSHR variants was performed using TagMan methodology by
real time PCR. The data was analyzed statistically. Results: FSH levels in the control group was
lower than that of the endometriosis group, p=0.0016. The genotype AA of Ala307Thr
polymorphism and the genotype AA of Asn680Ser can confer protection for ovarian
hyperstimulation syndrome in the endometriosis group compared to control (p = 0.037 and p =
0.014, respectively). Endometriosis minimal/mild has a smaller number of embryos for the GG
genotype (p = 0.030) than control group and a higher FSH dosage in for the AG genotype (p =
0.012) AIla307Thr the polymorphism than control group. Comparing the minimal/mild
endometriosis group with moderate/severe endometriosis was found fewer MII recovered to the GA
genotype of the polymorphism FSHR Ala307Thr (p = 0.039) and a smaller number of follicles by
ultrasound to moderate/severe endometriosis to the AA genotype of the same polymorphism (p =
0.035). In the AA genotype Asn680Ser polymorphism was found smaller number of follicles on
ultrasound (p = 0.006), minor captured oocytes (p = 0.018) and a smaller number of retrieved MlI

(p = 0.044) in moderate/severe endometriosis group compared to minimal/mild endometriosis.
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Conclusion: Patients with polymorphic genotype (AA/SerSer) of the Asn680Ser FSHR
polymorphism had worse results in IVF in the moderate/severe endometriosis group comparing to
the minimal/mild endometriosis group. There is a possible protective factor for ovarian
hyperstimulation syndrome that the wild AA genotype of the polymorphism Ala307Thr and the
wild AA of the polymorphism Asn680Ser can check for infertile patients with endometriosis

compared to infertility without endometriosis.

Keywords: Assisted reproduction treatment; Infertility; Endometriosis; FSH receptor;

Polymorphisms
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1 Introduction

Currently, endometriosis is one of the most researched gynecological diseases in the world.
Endometriosis affects 10 to 15% of the reproductive age females [1] and is considered to have great
socioeconomic importance, which leads to direct and indirect costs ranging from US$ 1,109.00 to
US$ 15,737.00 per patient per year [2].

Endometriosis can significantly affect patients' quality of life as a result of pelvic pain or
infertility [3, 4, 5]. The average monthly fertility rates decrease from 15 to 20% per month to 2 to
10% per month in patients with endometriosis [6].

The mechanisms of infertility associated with endometriosis remain controversial and
include abnormal folliculogenesis, elevated oxidative stress, altered immune function, and
hormonal milieu in the follicular and peritoneal environments, and reduced endometrial receptivity.
These factors lead to poor oocyte quality, impaired fertilization, and implantation [7].

Despite the innumerable theories on the pathogenesis of endometriosis, none of them alone
can explain all the locations and behaviors of the disease. Certainly immunological and genetic
factors are involved in this process [8, 9]. Multiple genetic factors, epigenetic effects, and gene-
gene interactions have been reported with risk for endometriosis. In addition, several SNPs (single
nucleotide polymorphisms) have been associated with the severity and the susceptibility to
endometriosis in different populations [10].

Despite this lack of etiopathogenic clarity, it is well known that endometriosis is an
estrogen-dependent disease. The follicle stimulating hormone (FSH) and FSH receptor (FSHR) in
the ovaries can influence the modulation of endometriosis and in their reproductive results [11].

FSH is a glycoprotein secreted by the anterior pituitary. It is essential for women and plays
a role in follicular growth, oocyte maturation, regulation of steroidogenesis in granulosa cell
proliferation, and induces synthesis of the enzyme aromatase that converts androgens to estrogens
[12]. Normal functioning of the FSH receptor (FSHR) is crucial for follicular development and
estradiol production in female [13].

Studies on polymorphisms in the FSHR gene have shown variability in clinical outcome
among women treated with FSH. Spliced variants of the FSHR gene have been reported and some
of them affect fertility, mainly in females [14].

In assisted reproductive technology programs, the response of ovulating women to
exogenous follicular stimulating hormone (FSH) is quite variable in individuals. Past clinical results
indicated that it is difficult to prognosticate the ovarian response to intense gonadotropin
stimulation. Poor ovarian response results in the insufficient stimulation and cycle cancellation [15].

Reversely, hyper-response will potentially induce serious and life threatening complication of
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ovarian hyper stimulation syndrome (OHSS). Cycle cancellation may be required to avoid the risk
of ovarian enlargement and abdominal fluid extravasation [16].

Changes in FSH receptor (FSHR) structure could, therefore, change the estrogen production
and normal follicle function, influencing the onset or persistence of infertility thus the
endometriosis and results of assisted reproductive therapies. The FSHR polymorphisms researches
can be of great value for understanding the infertility and also endometriosis [17].

In recent times, naturally mutations in the FSH and FSHR genes have been reported, and
until now there are more than 900 SNPs (Single nucleotide polymorphism), two more commonly
studied in FSHR, position 307 that changes an alanine to threonine (Ala307Thr) and position 680
that switches an asparagine to serine (Asn680Ser) [18].

As FSH plays a central role in stimulating follicular growth, it is used for controlled ovarian
stimulation during in vitro fertilization (IVF) protocol and for various other infertility treatments in
both females and males. Although similar stimulation protocols are used in IVF, the ovarian
response to exogenous FSH varies widely ranging from poor to hyper-responsive. Many
parameters, such as age and diminished ovarian reserve [19] and serum AMH levels [20] have been
used as a marker to predict the ovarian response. However, determining the dose of FSH to attain
optimum response is one of the ongoing challenges in the field of infertility management in IVF
clinics.

In the present study we hypothesized that FSHR polymorphisms might be involved in the
pathogenesis on endometriosis and/or infertility and the correlation with assisted human

reproduction results.

2 Patients and Methods

2.1 Patients

This is a cross sectional study that included 340 infertile women [mean age, 33.0 years (31 —
35)], between Sep 2011 and Dec 2015, which were submitted to IVF treatment at the Human
Reproduction and Genetics Center of the Faculdade de Medicina do ABC, Santo André, Brazil.
Two hundred and fourteen women with endometriosis and infertility [mean age, 33.0 years (31 —
35)] and 126 infertile patients without endometriosis (mean age, 33 years (29 — 35)], with male
factor infertility (61.9%; 78/126) or tubal factor (38.1%; 48/126) were included in this study. In the
endometriosis group, 37.9% (81/214) had minimal/mild endometriosis and 62.1% (133/214) had

moderate/severe endometriosis.
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Study inclusion criteria were age < 38 years, with no use of any type of hormonal therapy
for at least 3 months, submitted to laparoscopy or laparotomy to confirming the diagnosis of
endometriosis. The certainty diagnosis of the disease was standardized by the histological study of
the lesions. The disease' staging established by the norms of the American Association for
Reproductive Medicine (ASRM, 1997) [21]. Exclusion criteria were women whose partners had
male factor associated with infertility, women with endometrial polyps, hydrosalpinx and
submucosal and intramural myomas.

A control group was consisted of 126 infertile women without endometriosis. Inclusion
criteria were age < 38 years, infertility caused by tubal or male factor, with normal serum levels of
basal FSH (<10.0 IU/ml), TSH (<4 mIU/L) and prolactin (<25 ng/ml), presence of both ovaries
without any morphological abnormalities, ovulatory cycles (25-35 days), body mass index (BMI) <
30, no previous history of poor response and no evidence of endocrine disease, such as
hyperprolactinemia or thyroid disorder. Exclusion criteria were women with polycystic ovary
syndrome, submitted to previous ovarian surgery, underwent chemo/radiotherapy or with
endometriosis. We did not considering the necessity of laparoscopy to exclusion the endometriosis
in this group, basing just in clinical features and imaging exams. Surgery sperm retrieval cases were
excluded, such as epididymal sperm aspiration or testicular sperm extraction and aspiration.

Anatomic tubal abnormalities preventing the proper functioning of the tubes, such as tubal
obstruction, functional changes caused by pelvic inflammatory disease, but without endometriosis
symptoms, or previous tubal surgery were considered tube peritoneal factors. These abnormalities
were diagnosed by hysterosalpingography and/or laparoscopy.

Male factor was considered when a patient’s partner presented in the masturbation material
an initial concentration of less than 15 million sperm/ml, less than 32% of progressive sperms
(asthenospermia) or less than 5 million/ml progressive sperm after gradient centrifugation semen
preparation, according to the World Health Organization (WHO, 2010) [22]. Clinical data and
peripheral blood samples were collected only after explaining the objectives of the study and
signing of the Informed Consent Form, approved by the Local Research Ethics Committee
(Approval # 039/2011).

2.2 Methods

2.2.1 Ovarian Stimulation: Ovulation was induced by recombinant FSH (FSHr) initial daily use of
200 IU, which was administered for about 10 days, starting on the second day of menstruation.
From the 6th to the 10th day, the GnRH antagonist was also administered, started when the bigger
follicle achieves >14 mm. Between day 8th and 12st, when the follicles reached a diameter of

approximately >17 mm, as determined by transvaginal ultrasound, the patients were given human
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chorionic gonadotropin (hCG), we used the referred size because the follicle has a higher chance of
getting a mature oocyte (metaphase Il oocytes - MII) after the hCG administration. The oocyte
retrieval is performed 35 hours after hCG dispensation. This is fulfilled when the follicles have
approximately 17 mm, and may be occur from the 7th to the 12th day of the medication.

As ovarian response, we considered: | - ovarian hyper stimulation syndrome (OHSS), featured by
multiple ovarian follicles (>20 follicles) together with possible clinical symptoms, such as ascites,
hematological changes (hemo concentration), pleural effusion, liver and/or coagulation
abnormalities, according to the classification proposed by Golan et al. [23], besides >4000 IU of
serum estradiol; 1l - hyper response, when after 6 days of ovarian stimulation with gonadotropins,
there was the development of >12<19 follicles, without clinical symptoms of OHSS; Ill - poor
response, when after 6 days of ovarian stimulation with gonadotropins only up to 3 follicles smaller
than 14 mm developed; and IV - satisfactory response, when after 6 days of ovarian stimulation

with gonadotropins 4 to 12 follicles larger than 14 mm developed.

2.2.2 Embryo transfer: Embryo transfer in a maximum of three embryos, as indicated by the
Brazilian Federal Council of Medicine per women < 40 years, was performed on the second, third
or fifth day after fertilization. The luteal phase support was made by vaginal progesterone at a dose

of 600 mg/day, starting on the ovarian aspiration day.

2.2.3 Pregnancy test: The pregnancy was confirmed by serum beta hCG fraction (BhCG) on the

12nd day after embryo transfer.

2.2.4 Genotyping: DNA was extracted from lymphocytes of peripheral blood with salting out
method according to Lahiri and Nunberger [24]. Protocols’ genotyping of FSHR polymorphisms
detection (919G>A/Ala307Thr/rs6165 and 2039A>G/ Asn680Ser/rs6166) was performed using
TagMan system by real time polymerase chain reaction (PCR), with commercially available
primers and probes (rs6165 and rs6166) available by Life Technologies (Foster City, CA, USA).
Assays were performed with TagMan Genotyping Master Mix with 100 ng of DNA per reaction.
PCR conditions were 40 denaturation cycles of 15 seconds at 95°C and 1 minute of

annealing/extension at 60°C.

2.2.5 Statistical Analysis: The statistical analysis was carried out using Stata 11.0. The data were
describing by absolut and relative frequency, as well as measures of central tendency and

dispersion. The data normality test was the Shapiro-Wilk. For quantitative outcomes, Mann-
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Whitney test, a non-parametric test was used. It was estimate the Hardy-Weinberg equilibrium. The

statistical level considered was p<0.05 or 5%

3 Results

Data were collected and peripheral blood of 340 infertile women with and without
endometriosis. The control group consisted of 126 patients and the endometriosis group (case)
consisted of 214 patients. The endometriosis group was divided into two subgroups, one consisting
of 81 women with minimal/mild endometriosis (stage | and II); and the other subgroup of 133
women with moderate/severe endometriosis (stage Il and 1V). For the characterization of the
sample, significant differences were observed in serum FSH (Table 1). The median baseline serum
FSH in the control group was 6,0 Ul (5.09 to 7.28), whereas in the case group was 6,9 Ul (5.4 to
8.75), with statistically significant difference, p=0.0016.

The Hardy-Weinberg analysis observed equilibrium for case and controls of both
polymorphisms. The FSHR Ala307Thr polymorphism presented the p = 0.397 for endometriosis
group and the p = 0.674 for control group. The FSHR Asn680Ser polymorphism presented a p =
0.724 for endometriosis group and a p = 0.249 for control group.

Considering the body mass index of the patients, there was also a significant difference
between the groups, the median in the control group was 24.29 (22.43 to 26.69) and the case group
was 23.11 (21.45 to 25.71), p=0.003, but both groups showed results within the normal range [25].
Other parameters such as duration of infertility, menarche and age had no statistically significant
differences (Table 1).

In the analysis of ovarian stimulation, it was realized that the genotype AA of Ala307Thr
polymorphism and the genotype AA of Asn680Ser polymorphism were statistically significant for
ovarian hyperstimulation syndrome protection in the endometriosis group compared to control (p =
0.037 and p=0.014, respectively. The other genotypes of these polymorphisms did not differ
significantly when comparing the case and control groups (p=0.127; p=0.419; p=0.188; p=0.086)
(Table 2).

In the analysis of the studied polymorphisms comparing cases of endometriosis and its
controls, the FSH dosage was significantly higher in endometriosis group of the genotype GA of
Ala307Thr polymorphism (p=0.001). The other analyzed parameters have no difference of any of
the genotypes in the analysis of FSH dosage, number of follicles > 14 mm on the day of HCG,
number of captured oocytes, number of mature oocytes (MIl) captured and number of embryos
(2PN) formed (Table 3).

However, when comparing only minimal or mild endometriosis with the control, it could be

observed a smaller number of embryos in the endometriosis group for the GG genotype (p = 0.030)
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and a higher FSH dosage in the endometriosis group for the AG genotype (p = 0.012) Ala307Thr
the polymorphism. For Asn680Ser polymorphism there were no differences in any of the
parameters analyzed (FSH levels, follicle to USG, captured oocytes, number of MII and number of
embryos) (Table 4).

Comparing the minimal / mild endometriosis groups with moderate / severe endometriosis
was found fewer MII recovered to the GA genotype of the polymorphism FSHR Ala307Thr (p =
0.039) and a smaller number of follicles by ultrasound to moderate / severe endometriosis to the AA
genotype of the same polymorphism (p = 0.035) (Table 5).

In the AA genotype Asn680Ser polymorphism was found smaller number of follicles on
ultrasound (p = 0.006), minor captured oocytes (p = 0.018) and a smaller number of retrieved MlI
(p = 0.044) in moderate/severe endometriosis group compared to minimal/mild endometriosis
(Table 5). In the analysis of pregnancy rate there was no significant difference in any of the
genotypes of the studied polymorphisms comparing the control group with endometriosis group nor
in the analysis of endometriosis subdivision in minimal/mild endometriosis group and

moderate/severe endometriosis group (Table 3, 4 and 5).

4 Comment

Since the first report on the genotypic variance of the FSHR gene by Aittomaki et al. in 1995
[26] emerges the possibility that a single nucleotide polymorphism (SNP) of FSHR gene could
affects the ovarian response to exogenous gonadotropins. Allelic variants of FSHR determine
different FSHR sensitivity’s [12, 27] and because of that we expected to find that FSHR’s variants
also influence the reproduction outcomes.

Endometriosis is an estrogen-dependent disease and FSH is an important hormone that plays
a major role in the regulation of the steroidogenesis. FSH receptor (FSHR) activation promotes
folliculogenesis and estrogen synthesis [3, 28] and some studies have examined the association
between FSHR gene polymorphisms and endometriosis. Wang et al (2011) [29] showed that
polymorphic G allele of FSHR Asn680Ser [GG genotype (680Ser/Ser) and GA genotype
(680Ser/Asn)] was associated with a lower risk of endometriosis. On the other hand, Kerimoglu et
al (2015) [30] found no significant differences in genotype frequencies of FSHR gene between
endometriosis patients and controls. When the patients were divided according to disease severity,
they found that patients with the polymorphic GG genotype (680 Ser/Ser) of the Asn680Ser
polymorphism or wild genotype AA (307 Ala/Ala) of the Ala307Thr polymorphism were less likely
to develop stage 3—4 endometriosis compared to the stage 1-2 endometriosis group. Schmitz et al
(2015) [31] also no found the association between FSHR Asn680Ser polymorphism and

endometriosis. Finally, Trevisan and André et al (unpublished data) evaluated 352 women with
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endometriosis and 510 fertile women without endometriosis and verified that the wild alleles of
Asn680Ser (A/Asn) and Ala307Thr (G/Ala) are a protective factor to endometriosis and the
polymorphic allele (G/Ser) of Asn680Ser is associated with moderate/severe endometriosis in
subfertile women.

The literature evinced that FSHR’s polymorphisms could change the FSH receptor’s
sensibility and the serum levels of FSH [32]. Consequently the ovarian response and reproductive
outcomes were investigated and polymorphisms FSHR Ala307 and Asn680 were associated with
different gonadotrophin doses used to ovarian stimulation and different reproductive outcomes [13].
Perez-Mayorga et al. (2000) [33] demonstrated for the first time the association of higher serum
FSH levels with the Ser680 allele in women undergoing IVF. This paper served as a real
breakthrough in signifying the role of FSHR gene polymorphisms as a genetic marker to predict
ovarian response. And recently, our group [11] performed a cross-sectional study covering 149
infertile women submitted to assisted reproduction treatment and observed that the frequencies of
the FSHR Ala307Thr and Asn680Ser genotypes considering the controlled ovarian
hyperstimulation response did not differ statistically. Considering assisted reproduction outcomes, it
was observed that the number of MII oocytes and embryos are higher in Ala307Ala women, but the
FSH and estradiol serum levels did not differ among Ala307Thr and Asn680Ser genotypes.

This is the first study considering FSHR polymorphism and IFV outcomes in women with
endometriosis. We found statistically different values regarding FSH serum levels (6.9 Ul in
endometriosis groups versus 6.0 Ul in control group). Whereas the age between cases and controls
were similar, this difference in FSH serum level may have occurred because patients with
endometriosis had surgical approach of the ovaries leading to follicular reserve reduction, or
because the inflammatory process resulting from the disease causes a depletion or inactivation of
the follicles or due to a lower sensitivity to serum FSH, by changing for example its receptor
(FSHR).

Considering the controlled ovarian hyperstimulation response, the wild AA (307 Ala/Ala)
genotype of the Ala307Thr polymorphism and the wild AA (607 Ala/Ala) genotype of the
Asn680Ser polymorphism were statistically significant as a protection factor for ovarian
hyperstimulation syndrome in endometriosis group compared to control. Regarding number of
follicles, oocytes retrieved, MIl and embryos no statistical difference were found in endometriosis
group compared to control group to polymorphisms studied. However, when the patients were
divided according to endometriosis severity, considering the Ala307Thr polymorphism, the patients
with minimal/mild endometriosis with polymorphic genotype (GG/ThrThr) produced a smaller
number of embryos. Besides, a higher FSH serum level was observed in this group considering the

heterozygous genotype (AG/AlaThr). In the moderate/severe endometriosis group, we observed
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fewer MII oocytes in heterozygous (AG/AlaThr) patients and smaller number of follicles by
ultrasound in the wild genotype (AA/AlaAla).

Regarding the FSHR Asn680Ser polymorphism, patients with polymorphic genotype
(AA/SerSer) produced a smaller number of follicles, lower oocytes retrieved and a smaller number
MII in the moderate/severe endometriosis group compared to minimal/mild group, suggesting the
polymorphic genotype of FSHR Asn680Ser polymorphism may confer a worse risk for assisted
reproduction outcomes.

Finally, considering the pregnancy rates, there was no significant difference in any
genotypes of Asn680Ser and Ala307Thr polymorphisms studies, even comparing endometriosis and
control group or minimal/mild and moderate/severe endometriosis groups. We expected to find
lower pregnancy rates in the endometriosis group compared to the control group. However, our
control group contained 61.9% of male factor cases and 78.3% of these had less than 1 million of
motile sperm after a seminal processing for IVF/ICSI, which leads to worse laboratory results. This
factor may be a bias in the reproductive results found considering endometriosis and control groups.
A control group with only tube peritoneal infertility factor would be ideal to have this comparison.

A major limitation of our study is the relatively low number of patients. Besides, only two
SNPs were genotyped for FSHR gene, and these markers may not provide full coverage for genetic
test, although these markers are most commonly studied. However, the small number of studied
patients is due to selection criteria, once all the patients included in this study had only women with
endometriosis diagnosed by laparoscopy and classified according to the American Society for
Reproductive Medicine with histologic confirmation of the disease [21].

In conclusion, our data did not bring full clarity to the role of the FSH receptor in assisted
reproduction or endometriosis, but signaled as possible markers. Patients with polymorphic
genotype (AA/SerSer) of the Asn680Ser FSHR polymorphism had worse results in IVF in the
moderate/severe endometriosis group comparing to the minimal/mild endometriosis group. Another
important discovery was the possible protective factor for ovarian hyperstimulation syndrome that
the wild AA (307 Ala / Ala) genotype of the polymorphism Ala307Thr can check for infertile

patients with endometriosis compared to infertility without endometriosis.
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Table 1: Characterization of groups - control and case.

General aspects
Age
Female Body Mass Index
(BMI)
Menarch

Duration of infertility

FSH (1U)

Control Endometriosis
33 33
(29 - 35) (31-35)
[32 - 34] [32 - 34]
24.29 23.11

(22.43 -26.69) (21.45 - 25.71)
[23.88 - 24.98] [22.78 - 23.79]

13 13
(12 - 13) (11 - 13)
[12 - 13] [12 - 13]
3 3
(2 - 4.5) (2-5)
[3-3] [3-4]
6.00 6.9

(5.09-7.28)  (5.4-8.75)
[5.68-6.55]  [6.64-7.3]

p
0.314

0.003

0.790

0.521

0.0016

Cl — Confidence Interval

56

99



Table 2: Ovarian response — polymorphisms of FSHR gene.

57

FSHR Ala307Thr FSHR Asn680Ser
Ovarian Stimulation GG GA AA AA GA GG
Control EDT Control EDT Control EDT Control EDT Control EDT Control EDT
21.43% 17.86% 27.59% 23.71% 25.00% 24.59% 20.83% 28.77% 26.92% 18.18% 23.08% 21.43%
Poor response (n=6) (n=10) (n=16) (n=23) (n=8) (n=15) (n=10) (n=21) (n=14) (n=18) (n=6) (n=9)
67.86% 69.64% 58.62% 67.01% 65.00% 60.66% 64.58% 58.90% 61.54% 71.72% 61.54% 64.29%
Satisfactory response (n=19) (n=39) (n=34) (n=65) (n=26) (n=37) (n=31) (n=43) (n=32) (n=71) (n=16) (n=27)
HVDEr Fesponse 3.57% 12.50% 8.62% 3.09% 5.00% 14.75% 417% 12.33% 9.62% 4.04% 3.85% 14.29%
yperresp (h=1) (=7) (@(=5) (=3) (n=2) (=9) (=2) (=9) (n=5) (n=4) (n=1) (n=6)
OHSS 7.14% 0% 517% 6.19% 10.00% 0% 10.42% 0% 1.92% 6.06% 11.54% 0%
(n=2) (n=0) (n=3) (n=6) (n=4) (n=0) (n=5) (n=0) (n=1) (n=6) (n=3) (n=0)
P value 0.127 0.419 0.037 0.014 0.188 0.086

OHSS: Ovarian Hyper Stimulation Syndrome; EDT: Endometriosis

LS
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Table 3: Assisted reproduction results according to the polymorphism Ala307Thr of the FSHR: endometriosis x control group.

Assisted
Reproduction

FSH (1U)

USG follicles

Oocytes

MIlI

Embryos

Pregnancy
rate

GG
Control EDT
6.4 7.2
(5.6-7.8) (6.4-7.8)
6 6
(4.27-8.72) (5-7)
5 6
(4-7) (5-7)
5 45
(4-7.54) (3.15-5)
35 2
(2.45-5) (2-3)
Control
28.00%
(n=7)

EDT EDT
I/11 Hi/1v
1.4 7.17

(5.4-8.5) (6.2-8.0)
6 6.5
(4.69-9) (5-7.58)
6 6

(3-7.30) (5-7)
4 5
(2.69-6) (3.41-5.58)
2* 25
(1-3.30) (2-4)
EDT
39.22%
(n=20)

FSHR Ala307Thr
Median (Cl 95%)
GA
Control EDT EDT =0T
il /v
59 7.4%* 7.4* 7.4*
(5.6-6.8)  (6.7-8.0) (6.3-8.4) (6.6-8.2)
7
7 6 5
i X (5.05- X
(5-8) (5-7) 8.94) 4-7)
5 5 7 4
(4-7) (4-6) (5-8) (3-5.07)
4 5 5 4
(3.71-6) (4-5) (5-7) (3-5)
2 3 3 25
(2-3) (2-3) (3-4.66) (1-3)
% (n)
Control EDT
40.74% 40.00%
(n=22) (n=30)

AA
EDT EDT
Control EDT Ui IV
5.7 6.1 6.6 6.1
(5.1-6.6) (5.3-6.9) (5.4-6.9) (4.4-7.5)
6 6 8.5 5
(5-8) (5-7) (5-10.54) 4-7)
6 6 6 5
(5-7) 4-7) (5-10.09)  (3-6.81)
s s s S5
(4-6.72) (4-6.56) (3.10-9) 6.22)
3 3 3 3
(3-5) (2-4) (2-5) (1-4)
Control EDT
30.77% 28.30%
(n=12) (n-15)

EDT = endometriosis; *p<0.05; **p<0.01

89



Table 4: Assisted reproduction results according to the polymorphism Asn680Ser of the FSHR: endometriosis x control group

Assisted
Reproduction

FSH (1U)

USG follicles
Oocytes
MII

Embryos

Pregnancy rate

FSHR Asn680Ser
Median (Cl 95%)
AA AG
EDT EDT
Control EDT EII/DI;I_ HI/1v Control EDT EII/DI;I_ HI/1v Control EDT
73 g2 68 6.2 58  7.30% 7.6% 73 665 7.2
(5.1-9.3) 5 '9) (5.5-6.9) (4.9-76) (55-7.2) (6.7-7.7) (6.51-8.37) (6.6-7.8) (4.4-9.4) (6.2-8.0)
5.5 5 8 5 7 6 7 6 6 6
(3-9) 4-7) (5-11) (3-6) (4-11) (5.23-7) (6-9) (5-7) (3-8) (5-9)
5.5 5 6 (5 4 6 6 7 5 5 6
(3-7.33) (3.6-6) -11) (2-5) (3-8) (5-7) (5-8) (4-6) (3-8) (5-8)
45 4 6 4 4 5 5 5 4 5
(2-7) (3-5) (3-9) (2-5) (4-6) (4-5) (5-7) (4-5) (7.67) (4-6)
35 2.5 3 2% 2 3 3 3 35 3
(2-5) (1-3) (2-6) (1-3) (2-5) (3-3) (2-4) (2-4) (3-6) (2-4)
% (n)
Control EDT Control EDT Control
28.00% 39.22% 40.74% 40.00% 30.77%
(n=7) (n=20) (n=22) (n=30) (n=12)

GG

EDT
EDT
U /v
6.6 75
(4.6-8.3) (6.2-8.5)
6 7
(3-9) (5-10)
55 6
2-7) (5-9)
4 5
(2-6) (4-6)
2 3
(1-4) (2-4)
EDT
28.30%
(n-15)

EDT = endometriosis; *p<0.05; **p<0.01.

65



Table 5: Assisted reproduction results according to the polymorphisms of the FSHR: endometriosis I/11 x 11/1V.

60

Assisted FSHR Ala307Thr FSHR Asn680Ser
Reproduction Median (Cl 95%)
GG GA AA AA AG GG
EDT EDT EDT EDT EDT EDT EDT EDT
11 mav - EPTVE gy BRTU iy EDTUIL iy BT iy 11 HI/V
FSH (1U) (gg 7.20 7.37 7.44 6.57 6.1 6.64 6.2 7.58 7.3 6.6 75
o0y (6282 (6384) (6682) (54:69) (4475) (55-6.9) (4.9-76) (6.6-8.4) (6.6-7.8) (4.6-8.3) (6.2-8.5)
USG follicles 6 6 7 5 85 5* 8 5* 7 6 6 7
(4-9) (5-8) (5-9) 47)  (5-1054)  (4-7) (5-11.06)  (3-6) (6-9) (5-7)  (2839)  (5-10)
Oocvtes 6 6 7 4 6 5 6 4% 7 5% 5 6
y (3-8) (5-7) (5-8) (350)  (5-10) (3-7) (5 -11) (25  (5872)  (4-6) @2-7) (5-9)
MII 4 5 6 4* 6 4 6 4% 5 4 4 5
(2 -6) (3-6) (5-7) (3-5) (3-9) (3 -6) (3-9) (2-5) (5-7) (4-5) (2 -6) (4-6)
Embrvos 2 3 3(3:5) 2 3 3 3 2 3 3 2 3
y (1-4) (2-4) (1-3) (2-5) (1-4) (2-6) (1-3) (2-4) (2-4) (1-4) (2-4)
% (n)
breqnancy rate | 26:67%  37.14%  51,85%  3333%  3182%  2581% 36,36%  2250%  4516%  40,82%  5455%  32,00%
ghancy (n=7) (n=13) (n=14)  (n=16) (n=7) (n=8) (n=8) (n=9) (n=14)  (n=20)  (n=6) (n=8)
EDT = endometriosis; *p<0.05

09
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4 CONCLUSAO

Em nosso primeiro artigo os dados apontam que os polimorfismos do
gene FSHR podem influenciar no desenvolvimento da endometriose na
populacdo brasileira. O haplotipo Asn680/Ala307 demonstrou um efeito de
protecdo e a presenca do alelo G (Asn680Ser) esta associada com
endometriose moderada/severa em pacientes inférteis. Considerando que a
resposta ao FSH poderia ser diferente e isto modificar o feedback do eixo
Hipotalamo-Hipofise-Gonadal, estes conceitos trazem novos conhecimentos
para o0 manejo da endometriose e novos trabalhos sobre estes polimorfismos
poderiam contribuir no tratamento da doenca.

Em nosso segundo artigo ndo houve clareza sobre o papel do receptor
de FSH na reproducdo assistida ou endometriose, mas os polimorfismos do
FSHR sinalizaram como possiveis marcadores. Pacientes com o gendétipo
polimorfico AA/SerSer (Asn680Ser) tiveram piores resultados em FIV no grupo
de endometriose moderada/severa quando comparado ao grupo de
endometriose leve/minima. Outra possivel descoberta foi o efeito protetor para
sindrome do hiperestimulo ovariano que o genétipo selvagem AA (307 Ala /
Ala) do polimorfismo Ala307Thr pode conferir para pacientes inférteis com
endometriose, quando comparadas a inférteis sem endometriose.

Considerando os relevantes achados e o fato de que estes sdo uns dos
primeiros trabalhos que avaliaram os polimorfismos do FSHR e seus efeitos em
pacientes endometridticas e inférteis, podemos concluir que novas pesquisas a
este respeito deveriam ser realizadas, dada a importancia que o FSH e seu
receptor possuem na foliculogénese e no controle do eixo Hipotalamo-Hipdfise-

Ovariano.
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ANEXOS
ANEXO 1 - CLASSIFICACAO DA ENDOMETRIOSE DE ACORDO COM A

AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE

Estadio | (Minima)

Estadio Il (Leve)

Estadio Il (Moderada)

Estadio IV (Grave)

Estadio IV (Grave)

Estadio | (minima) 1-5
Estadio ll {leve) 6-15
Estadio lll (moderada) 16-40
Estadio IV [grave) = 40
Endometriose < 1cm 1-3cm =3cm
Peritonio Superficial 1 2 4
Profunda 2 4 6
Owvario direito Superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
Ovario esquerdo Superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
Parcial Completo
Obliteracao do fundo de saco 4 40
<1/3 1/3-213 =213
Aderéncias envolvido envolvido envolvido
Owario direito Velamentosa 1 2 4
Densa 4 8 16
Ovario esquerdo Velamentosa 1 2 4
Densa 4 8 16
Trompa direita Velamentosa 1 2 4
Densa 4* a 16
Trompa esquerda Yelamentosa 1 2 4
Densa 4* a* 16

* Se as fimbrias tubarias estiverem totalmente envolvidas por aderéncias, o escore sera 16



75

ANEXO 2

W& M[L Comité de Etica em Pesquisa
e S Faculdade de Medicina do ABC
Mantica pela Fundacéo do ABC

Santo Andre, 27 de Abril de 2011.
PROTOCOLO CEP/FMABC, REGISTRADO SOB O N°. 039/2011.

limo(a). Sr(a).
BIANCA BIANCO

Prezado(a) Senhor(a):

Projeto de Pesquisa Intitulado: AVALIACI"\O_ DO POLIMORFISMOS DO GENE FSHR,
AMH E AMHR2 EM MULHERES INFERTEIS E SUA CORRELAGAOC COM
RESULTADOS DE REPRODUGAO ASSISTIDA.

Em reunido do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina do ABC, realizada em 27/04/2011, foi aprovado o projeto de pesquisa acima
mencionado e os seguintes documentos:

» Protocolo de Estudo;
+ Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O projeto acima mencionado classifica-se em Area Ternatica
Especial e o CEP/FMABC sera o 1° Centro, devendo ser encaminhado a CONEF para
apreciagao.

O Comité de Etica em Pesquisa da FMABC, em obediércia a
Resolugéo 196/96, devera encaminhar a CONEP/MS, relatdrios semestrais dos projetos
de pesquisa que se encontra em andamento. Solicitamos informar sobre o andamento
do seu projeto a cada seis meses, isto € se ja foi concluido, suspenso ou se ainda esta
em andamento: neste Ultimo caso comunicar qual o tempo previsto para conclusio do
mesmo, e encaminhar breve resumo dos resultados obtidos no estudo.

Sem mais para o momento, subscrevemo-nos com os protestos de
estima e aprego.

Atenciosamente,

7 Dr. Elie Fiss )
Coordendllor do Comité de Etica
em Pesquisa da FMABC

SEDE: Avenida Principe de Gales, 821 - Principa de Gales - Santo André - SP - CEP 03060-650
Fone: (Qex11)4893.5453 / Fay (Oxx11) 4903-5453 - E-mail. cep@fmebe br
Site: v fmabe.br
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ANEXO 3 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Avaliacéo de polimorfismos do gene FSHR, AMH e AMHR2 em mulheres inférteis
e sua correlacdo com resultados de reproducéo assistida.

As seguintes informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste
estudo. Nesta avaliacdo serdo estudadas mulheres com infertilidade com o objetivo de avaliar
fatores genéticos e hormonais envolvidos nos resultados de reproducéo assistida.

Seréo obtidas amostras de 15 ml de sangue, por meio de coleta da veia do antebraco,
que serdo utilizados para avaliacdo de DNA (variacdes nos genes do receptor do horménio
foliculo estimulante — FSHR e no gene e no receptor do hormdnio anti-milleriano, AMH e
AMHR2) e dosagens hormonais (horménio FSH e AMH). Sera utilizado material estéril e
descartavel. Os desconfortos decorrentes da coleta podem ser dor e vermelhiddo no local,
porém este procedimento ndo tem apresentado complicagfes na clinica diaria.

A qualquer etapa do estudo o paciente ou seu responsavel terd acesso aos profissionais
relacionados com a pesquisa para o esclarecimento de duvidas. Os principais investigadores
sao Dra. Bianca Bianco, Dra. Denise Maria Christofolini e Prof. Dr. Caio Parente Barbosa,
que podem ser encontrados na Faculdade de Medicina do ABC, rua Principe de Gales 821,
Centro de Reprodu¢do Humana e Genética, telefone 11 — 4438-7299.

E garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento na institui¢&o.

As informagfes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente. Os resultados obtidos estardo a disposi¢cédo do
paciente.

N&o ha& despesas pessoais decorrentes da pesquisa para o participante em qualquer
fase do estudo, incluindo exames e consulta. Também ndo ha compensacéo financeira
relacionada a participacao.

Na eventualidade de ocorrer qualquer dano pessoal causado direta ou indiretamente
pelos procedimentos propostos neste estudo (nexo casual comprovado), o participante tera
direito a tratamento médico na instituicdo, bem como as indenizagbes legalmente
estabelecidas.

Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo.

Por esse documento eu declaro minha decisdo de participar do estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Data / /

Assinatura do participante

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento livre e
Esclarecido deste paciente ou seu representante legal para participacdo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responséavel pelo estudo



