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Nao sabendo que era impossivel, foi la e fez.

Mark Twain
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RESUMO

Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) é um disturbio endocrino complexo, de
etiologia multifatorial, comum nas mulheres em fase reprodutiva, considerada a
principal causa de infertilidade anovulatoria, disturbios menstruais e
hiperandrogenismo nessa populagdo. Dados atuais suportam que a SOP pode
aumentar o risco para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia,
doengas cardiovasculares e carcinoma endometrial, enfatizando a necessidade de
diagnostico precoce da sindrome. Embora ainda n&o completamente elucidados,
seus mecanismos moleculares e celulares envolvem anormalidades intrinsecas na
esteroidogénese ovariana e adrenal, sugerindo um defeito esteroidogénico primario.
Anormalidades neuroendocrinas parecem estar envolvidas na sua etiopatogenia,
representadas principalmente pela pulsatilidade excessiva do LH, com aumento na
amplitude dos seus pulsos, resultado de um aumento da sensibilidade da hipdfise a
estimulacdo GnRH. A base genética da SOP €& desconhecida. Reporta-se
significativa agregacé&o familiar, entretanto, a determinagcdo do seu modo de heranga
é dificil, uma vez que a apresentagao clinica € muito heterogénea. Varios genes
candidatos ja foram avaliados com foco, recentemente, naqueles que codificam as
enzimas esteroidogénicas na via de biossintese de androgenos e os envolvidos na
secregao e acao da insulina. Considerando a repercusséao funcional de variantes da
subunidade beta especifica do LH na fisiopatogenia de disfun¢des reprodutivas, o
estudo ampliado da frequéncia dos polimorfismos do gene LHB deve ajudar a
esclarecer a heterogeneidade de suas manifestagbes clinicas, particularmente
aquelas relacionadas a hiperandrogenemia. Estudamos assim a prevaléncia desses
polimorfismos em controles (n=85) e casos de SOP (n=130) e sua associagdo com
parametros clinicos e laboratoriais da sindrome. Através de sequenciamento
genético detectamos 11 polimorfismos na regido codante do LHB, sendo 1 deles
(233C>A/Thr78Asn) ainda n&o descrito na literatura. Na analise de associacgao entre
a detecgdo destes polimorfismos e a presenga de SOP, o poder estatistico
consequente ao tamanho de nossas amostras ndo permitiu a observacdo de
associagbes estatisticamente significativas, mas o nivel de associagdo entre a
presenga do novo polimorfismo descoberto (233C>A/Thr78Asn) com a presenga de
SOP revelou um OR= 3,96 (95% IC= 0,43-189,12), sugerindo uma ligacdo a ser



mais explorada em amostras maiores. A distribuicdo dos parametros clinicos
estudados ficaram dentro dos niveis reportados na literatura. Observamos,
entretanto, que dois polimorfismos, que segregam em desequilibrio de ligagc&do, sao
significativamente mais prevalentes na presenca da hiperandrogenemia:
rs1800447/rs34349826 (Trp28Arg/lle35Thr) (p=0,015) e outros 2 parecem proteger
contra hirsutismo severo embora estas associagbes ndo tenham apresentado
resultados estatisticamente significativos em nivel de p<0,05, mas de p<0,01: rs6521
(Val38=) (p=0,094) e 233C>A (p=0,063). Os resultados do nosso estudo corroboram
outros recentemente publicados na literatura em que néo foi possivel demonstrar um
papel causal para os polimorfismos conhecidos do gene LHB no desenvolvimento da
SOP. Revelamos, no entanto, que o novo polimorfismo detectado (233C>A) deve

ser objeto de mais investigagdes.

Palavras-chave: Hormoénio luteinizante, subunidade beta; sindrome dos ovarios

policisticos; hirsutismo; hiperandrogenemia; polimorfismos LHB.



ABSTRACT

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is a complex endocrine disorder, of multifactorial
a etiology, common in women of reproductive age and considered the leading cause
of anovulatory infertility, menstrual disorders, and hyperandrogenism in this
population. PCOS is also a risk factor for the development of type 2 diabetes
mellitus, dyslipidemia, cardiovascular disease, and endometrial carcinoma, which
emphasizes the need for early diagnosis of the syndrome. Although not yet fully
understood, its molecular and cellular mechanisms involve intrinsic ovarian and
adrenal steroidogenesis abnormalities, suggesting these to be a primary defect. It
appears that there are also accompanying neuroendocrine abnormalities along the
natural history of PCOS, represented mainly by excessive luteinizing hormone (LH)
pulsatility, with the amplified pulse amplitude resulting from increased sensitivity of
the pituitary gland to GnRH stimulation. The genetic basis of PCOS is still largely
unknown despite significant family clustering; determining its mode of inheritance is
particularly difficult given the wide variability in clinical presentation. Several
candidate genes have been evaluated with focus switching recently to genes that
encode steroidogenic enzymes that regulate androgen biosynthesis and those
involved in insulin secretion and action. The crucial functional role played by specific
LH beta (LHB) subunits in various reproductive disorders makes these units natural
candidates for elucidating the causal pathway and the many clinical manifestations of
PCOS, particularly those related to hyperandrogenemia. The present project is a
study of the prevalence of these polymorphisms in 85 controls and 130 PCOS cases
and their association with clinical and laboratory parameters of the syndrome.
Through genetic sequencing 11 polymorphisms were detected in the coding region of
LHB, one of them, 233C>A/Thr78Asn, not yet described in the literature. No
statistically significant associations were found between polymorphisms and the
presence of PCOS, probably due to small sample size and consequent lack of
statistical power, however, the level of association between detection of the newly
discovered polymorphism (233C>A) and PCOS revealed an OR=3.96 (95% CI =
0.43-189.12), suggesting a possible connection to be further explored in larger
samples. The distribution of the clinical parameters studied matched those already
reported in the literature. Notable exceptions included two polymorphisms that



secrete in link imbalance and were found to be significantly more prevalent in the
presence of hyperandrogenemia: rs1800447/rs34349826 (Trp28Arg/lle35Thr)
(p=0.015) and two other which seemed to be protective against severe hirsutism.
The latter however, were not found to be statistically significant at the level of p<0,05,
but instead, at the level of p<0,01: rs6521 (Val38=) (p=0,094) e 233C>A (p=0,063).
The results of this study corroborate other recently published in the literature in that it
was not possible to demonstrate a causal role for the known LHB gene
polymorphisms in PCOS. However, a newly detected polymorphism (233C>A) should
probably be the object of further investigation.

Keywords: luteinizing hormone, beta subunit; polycystic ovary syndrome; hirsutism;
hyperandrogenemia; LHB polymorphisms.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) é um disturbio endocrino
complexo, de etiologia multifatorial, altamente prevalente, que afeta 6-8% das
mulheres em fase reprodutiva, constituindo a principal causa de infertilidade
anovulatoria, disturbios menstruais e hiperandrogenismo nessa populagdo. Constitui
importante fator de risco para o desenvolvimento de diabetes mellitus (DM) tipo 2,
dislipidemia, doengas cardiovasculares, diabetes mellitus gestacional, hipertensao
induzida pela gravidez e carcinoma endometrial (1-3). Isto enfatiza a necessidade de
diagnodstico precoce da sindrome e acompanhamento rigoroso das mulheres com
SOP.

Trata-se de doenga heterogénea, com ampla variabilidade fenotipica, na qual
disfungdo menstrual, hiperandrogenismo, hiperandrogenemia e ovarios policisticos
encontram-se fundamentalmente presentes em graus e combinagdes variados. Nos
ultimos anos, varias sociedades médicas elaboraram propostas para uniformizar os
critérios diagnodsticos da sindrome, sem, contudo, terem alcangado um consenso.
Assim, diferentes mulheres, cujo diagnostico da SOP atende a critérios
determinados, podem apresentar diferentes caracteristicas da doencga. Neste
contexto, o que é universalmente estabelecido € que ndo ha nenhum critério que
seja suficiente isoladamente para o diagndstico clinico da SOP, sendo obrigatoria
também a exclusdo de outras doengas que mimetizam sua apresentagao clinica, tais
como hiperplasia adrenal congénita n&o classica, tumores secretores de
androgénios e hiperprolactinemia (4-6).

A fisiopatologia da SOP vem sendo investigada desde sua descricdo em 1935
por Stein e Leventhal, os quais observaram a associagdo entre amenorréia,
hirsutismo e obesidade com ovarios de aspecto policistico (7). Apesar de décadas
de pesquisa, sua etiologia ainda é desconhecida e os mecanismos patogénicos
propostos até o momento sdo complexos e permeados de incégnitas.
Anormalidades na esteroidogénese ovariana e adrenal, alteragdes neuroendocrinas
e hiperinsulinemia tém sido os principais fatores etioldgicos sugeridos, isoladamente

ou em combinagdo (8).



1.1 ANORMALIDADES NA ESTEROIDOGENESE OVARIANA E ADRENAL

Os mecanismos moleculares e celulares subjacentes ao excesso de produgao
de andrégenos ovarianos associados a SOP ainda n&o sdo completamente
conhecidos. Um papel para as anormalidades intrinsecas na esteroidogénese
ovariana nesse processo € suportado por estudos in vitro, que demonstraram
aumento da produgédo de androgenos pelas células da teca em mulheres com SOP
(9). Além disso, Gilling-Smith et al relataram que mulheres com SOP apresentam
resposta anormal da producdo de esterdides ovarianos apds estimulacdo com
agonista do hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRHa). Nessas mulheres,
mesmo com a supressao das concentragdes séricas do hormoénio luteinizante (LH)
pelo agonista, a produgdo de androgénios ovarianos foi significativamente maior do
que nos controles (10).

Assim, um microambiente ovariano hiperandrogénico seria responsavel pela
auséncia de desenvolvimento completo dos foliculos, que raramente atingem
diametro acima de seis milimetros. A atresia folicular, caracterizada por apoptose
das células da granulosa e predominio de células da teca e fibroblastos, resulta em
aumento do estroma ovariano, responsivo ao LH, com consequente hipersecrecao
de andrégenos, mantendo um ciclo vicioso. Além disso, o foliculo atrésico apresenta
menor atividade de aromatase, diminuindo a conversdo de andrégenos em
estrogenos (11).

A ocorréncia de hipersecregdo de androgenos adrenais em 20 a 30% das
mulheres com SOP, caracterizada por concentragdes elevadas de sulfato de
dehidroepiandrosterona (SDHEA), sugere que haja um defeito esteroidogénico
primario, afetando ambas as glandulas secretoras de andrégenos, ovario e supra-
renal. Além disso, foram observadas concentracbes elevadas de SDHEA em
familias de mulheres com SOP, acometendo parentes de ambos os sexos,
corroborando a existéncia de um componente hereditario para esta caracteristica
(12).



1.2 ALTERACOES NEUROENDOCRINAS

Anormalidades neuroenddcrinas também estdo envolvidas na fisiopatologia
da SOP. A hipersecrecao de LH, tanto basal quanto em resposta a administragao do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), é considerada uma anormalidade
primaria na SOP (10). Acredita-se que os niveis elevados de LH sdo, em parte
devido, a um aumento da sensibilidade da hipdfise a estimulacdo GnRH, que se
manifesta por pulsatilidade excessiva de LH, com aumento na amplitude dos pulsos.
O LH é o estimulo fisiolégico para a sintese de androgenos pelas células tecais
ovarianas, desempenhando assim um papel importante na etiologia da
hiperandrogenemia frequentemente encontrada nas pacientes com SOP (13).

1.3 HIPERINSULINEMIA

Evidéncias sugerem que a hiperinsulinemia também desempenhe papel
importante na patogénese da SOP, com acg&o sinérgica ao LH nas células tecais
ovarianas, estimulando a biossintese androgénica (14). Além disso, 0 excesso
circulante de insulina pode contribuir para a diminuicdo da producido hepatica da
globulina ligadora de hormdénios sexuais (SHBG), o que resulta em concentragbes
mais elevadas de testosterona livre ou biodisponivel (15). Corroboram esses
achados estudos que demonstraram que tanto a hiperandrogenemia quanto a
funcdo ovulatoria apresentam melhora com tratamentos que diminuem a insulina
plasmatica e/ou favorecem a sinalizagdo da insulina (16, 17).

Independentemente da importancia relativa de cada um desses trés
componentes para o desenvolvimento da SOP, desde a sua descricdo, tem-se
observado significativa agregacédo familiar das anormalidades que a caracterizam
(infertilidade, hiperandrogenismo, ovarios policisticos), sugerindo uma base
hereditaria para essa doenca. A determinacdo do seu modo de herancga é dificil, uma
vez que a apresentagao clinica € muito heterogénea. Esta variabilidade contribui
para a complexidade dos estudos genéticos da SOP (12).



Durante a década passada, mais de 70 genes candidatos foram avaliados em
busca de um gene (ou genes) que desempenhe um papel causal na SOP, o que
ajudaria a desvendar a etiopatogenia da sindrome e, seguramente, proporcionaria
maior precisdo no seu diagndstico. No entanto, em funcdo de sua grande
heterogeneidade genética e fenotipica, o resultado da maioria desses estudos n&o
foi conclusivo (18). Recentemente, o foco das investigacbes tem sido os genes que
codificam as enzimas esteroidogénicas na via de biossintese de androgenos e
aqueles envolvidos na secrec¢do e agao da insulina (19).

O gene que codifica a subunidade beta especifica do LH seria um candidato
potencialmente importante na patogénese da SOP, uma vez que a pulsatilidade
dessa gonadotrofina parece estar primariamente alterada na sindrome. Contudo,
apesar das alteracdes funcionais evidenciadas na pulsatilidade do LH, estudos mais
recentes de associagdo ampla do genoma nao corroboraram a hipotese de um
papel causal de altera¢des genéticas no LH na etiologia da SOP (20, 21).

Nesse contexto, um estudo piloto com 47 mulheres portadoras de SOP
realizado em 2009 por Borba, demonstrou que a média do escore de Ferriman-
Gawley foi maior dentre as mulheres com SOP que apresentavam a variante
Trp8Arg/lle15Thr (rs1800447/ rs34349826) com p<0,04, e identificou um novo
polimorfismo para o LHB, o qual foi motivo de analise mais detalhada no presente
estudo (22).

Assim, com o intuito de ampliar a analise preliminar realizada por Borba em
2009 e a fim de acrescentar informagdes para o esclarecimento do papel das
variantes genéticas do LH na fisiopatogenia e/ou na apresentagéo clinica da SOP
em mulheres brasileiras, foi proposto esse trabalho.

A seguir, apresenta-se o embasamento tedrico sobre o papel desempenhado
pelas gonadotrofinas, em especial o LH, na fisiopatologia da SOP.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FISIOLOGIA DAS GONADOTROFINAS NO CICLO OVULATORIO

Com o inicio da puberdade os neurdnios hipotalamicos passam a secretar o
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) de maneira pulsatil no sistema portal
hipofisario, que por sua vez estimula a sintese e secrec¢do sincronizada e também
pulsati do horménio luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH) pelos
gonadotrofos hipofisarios. A periodicidade e amplitude dos pulsos de GnRH e
gonadotrofinas sao cruciais para a regulagao das atividades gonadais e, portanto, de
todo o eixo reprodutivo (23).

Cada gonadotrofina € um heterodimero, formado por duas unidades
peptidicas denominadas alfa (a) e beta (), associadas através de ligagbes nao
covalentes. As subunidades a humanas do LH, do FSH, do hormdnio estimulante da
tiredide (TSH) e da gonadotrofina coribnica humana (hCG) possuem estrutura
polipeptidica idéntica. Em contraposigdo, as subunidades [ de cada hormoénio
possuem uma sequéncia unica de aminoacidos, conferindo atividade especifica ao
heterodimero a/f. A intermiténcia dos pulsos de GnRH sobre os gonadotrofos
hipofisarios determina a transcricdo dos genes das subunidades a comum e das
subunidades [ especificas para o FSH e o LH, a dimerizagao e glicosilacdo das
subunidades a/f3, o acondicionamento do horménio maduro e a secregdo hormonal
(24).

A secrecdo hipotalamica pulsatil e ritmica de GnRH é mediada por varios
fatores neurais (neurotransmissores) e também estd sujeita ao controle de
retroalimentacao negativa (feedback) exercido pelos horménios ovarianos, peptideos
gonadais e opidides enddgenos (figura 1). Elevagao do nivel de progesterona leva a
reducao na frequéncia de pulso GnRH e, por inferéncia, a redug¢ao do LH, levando a
biossintese e pulsatilidade preferenciais de FSH que € observada na fase luteinica
tardia, bem como ap6s a administracdo exdgena de doses fisiologicas de
progesterona durante a fase folicular (25). O estradiol desempenha importante papel
permissivo na supressao da pulsatiidade do GnRH pela progesterona,
provavelmente através de up-regulation dos receptores de progesterona



hipotalamicos. Este efeito modulador dos hormdnios ovarianos parece ser um

regulador primario da frequéncia de pulsos do GnRH (26, 27).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos mecanismos regulatérios e contra-regulatérios da
secrecdo de GnRH, FSH e LH. Hormbnios localmente sintetizados e sistémicos, bem como a
concentragao de neurotransmissores, regulam a secrec¢ao hipotaldmica pulsatil de GnRH. O GnRH,
por sua vez, juntamente com uma série de hormdnios esterdides e peptideos, regulam a sintese das
subunidades BB, formacgao e secreg¢do de FSH e LH. CRH = horménio liberador de corticotropina, E2 =
estradiol; P = progesterona. (Adaptado de Bulun S, Adashi E. The physiology and pathology of the
female reproductive axis. In: Williams Textbook of Endocrinology, 2008).

A pulsatilidade do GnRH aumenta gradualmente durante a fase folicular,
aparentemente como resultado da perda gradual da influéncia moderadora de
progesterona, alcangando um pico de frequéncia de, aproximadamente, um pulso
por hora na fase folicular tardia (28). Isto leva a um aumento no LH e uma
diminuicdo no FSH durante a ultima metade da fase folicular. Na fase folicular tardia,
a producado de estradiol pelo foliculo dominante torna-se suficiente para provocar
aumentos acentuados na liberagcdo de LH em resposta aos pulsos rapidos de GnRH,
resultando em um feedback positivo, que leva ao aumento de LH meio do ciclo, que



por sua vez provoca a ovulagao. Apds a ovulagao, o corpo luteo produz estradiol e
progesterona, que mais uma vez resultam em diminui¢do na frequéncia de pulsos
GnRH, em sintese preferencial e liberagdo de FSH e inicio da proxima onda de
desenvolvimento folicular (29, 30)

As gonadotrofinas agem nos ovarios, resultando no aumento da produgao de
esteroides sexuais e no desenvolvimento das células germinativas (gametogénese).
O LH estimula a producdo de androstenediona nas células tecais ovarianas,
enquanto o FSH regula a produgdo de estradiol e de inibina B nas células da
granulosa, assim como o crescimento folicular. Apdés a ovulagédo, o foliculo se
transforma em um corpo luteo, que secreta tanto estradiol quanto progesterona, sob
controle do FSH e do LH. O LH também estimula as células luteinicas da granulosa
do corpo luteo a secretar inibina A. Enquanto a ativina estimula a produgdo de FSH,
a folistatina suprime essa agao da ativina no gonadotropo, inibindo seu efeito
estimulante sobre a expressdo do FSH e deslocando o equilibrio para a produgao de
LH. O aumento da expressao da folistatina pituitaria, por sua vez, é induzido por
pulsos rapidos GnRH (31, 32).

Em resumo, a fungado reprodutiva feminina, da puberdade a menopausa, €
dependente de uma série de interag¢des intrincadas e interdependentes do eixo
hipotalamo-hipéfise-ovariano. Alteragdes em qualquer nivel do eixo ou de outros
sistemas que possam afetar essas unidades reprodutivas, podem resultar,

secundariamente, em disfungéo ovariana.



2.2 SECREGCAO DAS GONADOTROFINAS NA SOP

Grande numero de pacientes com SOP apresentam anormalidades
consistentes na secrecdo de gonadotrofinas. Esta condi¢do € caracteristicamente
representada por elevagcao nas concentragcdes séricas de LH, pelo aumento da
relacdo LH/FSH e pela resposta exacerbada do LH ao GnRH exdgeno. Essa
anormalidade, aparentemente primaria na SOP classica, esta associada ao excesso
de androgenos caracteristico da sindrome (33).

Waldstreicher e cols. demonstraram que as mulheres com SOP apresentam
uma frequéncia de pulsos de GnRH praticamente constante, com o ritmo de um
pulso por hora, atribuido a uma reducéo da inibicdo opidide hipotalamica devido a
auséncia crbnica de progesterona (34). A pulsagéo persistente e rapida de GnRH
favorece a sintese e secrecido de LH sobre a de FSH, com aumento na frequéncia e
amplitude dos pulsos de LH, ajudando a explicar os niveis de elevados de LH e a
relacdo LH:FSH caracteristicos da SOP (35).

Os mecanismos que regulam a frequéncia de pulsos de GnRH e
consequentemente a secrecio preferencial de LH ou FSH em diferentes condi¢des
patolégicas, como ocorre na SOP, vém sendo amplamente investigados. Uma série
de estudos tém contribuido com novos conhecimentos, em grande parte ainda
preliminares, a esse respeito, e alguns deles serdo apresentados a seguir.

Neurotransmissores hipotalamicos exercem efeito sobre a secrecdo de
GnRH. Sabe-se que as vias dopaminérgica e opidide sao inibitérias para os
neurénios GnRH, enquanto a via noradrenérgica € estimulante e o acido gama-
aminobutirico (Gaba) parece apresentar efeito misto. Nesse contexto, foi levantada
hipétese que na SOP haveria um defeito opidide primario, interferindo diretamente
sobre a secrecdo hipotalamica de GnRH, sobretudo na fase lutea, impedindo a
desaceleragao da pulsatilidade do LH (36). Porém, a administragdo de progesterona
exdégena em mulheres com SOP diminui a frequéncia de pulso do GnRH por um
processo opidide-dependente, confirmando que a aparente reducdo da atividade
opidide na SOP ¢ decorrente da auséncia dos efeitos da progesterona, secundaria a
anovulagado, e ndo de defeitos primarios da agcdo dos opioides (34). Assim, até o
momento, nenhum defeito primario hipotaldmico foi claramente identificado para

explicar as anormalidades neuroendocrinas na SOP, levantando a possibilidade de



que as anormalidades neuroenddcrinas sejam, na verdade, secundarias a um
ambiente hormonal anormal.

Outra teoria, conhecida como “hipdtese da estrona”, sugeria que o excesso
de androstenediona, convertida perifericamente em estrona, causaria aumento na
secregdo do LH, que, por sua vez, manteria a secrecdo excessiva de
androstenediona. Esta hipotese foi baseada na presenca de nivel elevado de
estrona na SOP, e pelo efeito estimulante do estrogeno sobre o pico ovulatério de
LH, no meio do ciclo. No entanto, estudos subsequentes demonstraram que a
administragdo exdgena de estrona ndo induziu aumento na concentragdo de LH
basal ou estimulado, tanto nos casos de SOP quanto nos controles (37). Além disso,
o uso do inibidor de aromatase periférica, testolactona, com objetivo de bloquear a
conversao de androstenediona em estrona, também nao reduziu a frequéncia de
pulsos do LH (38). Estes dados permitem concluir que a estrona ndo desempenha
papel relevante na patogénese da SOP.

Diversos estudos tém demonstrado que a resisténcia a insulina (RI) € uma
anormalidade metabdlica comum em pacientes com SOP, independente do peso
corporal, apesar de ser observada em maior grau nos grupos de mulheres obesas
com a sindrome, sugerindo que a obesidade e a SOP exercam efeitos
independentes sobre a resisténcia a insulina (39). Em 2005, DeUgarte et al.
demonstraram uma prevaléncia de resisténcia a insulina de 64% em mulheres com
SOP, usando o HOMA-IR (do inglés “homeostasis model assessment’) ajustado
para variaveis de raga, idade e indice de massa corporal, e essas pacientes eram
mais afetadas clinicamente quando comparadas ao grupo com SOP sem resisténcia
a insulina (40). A hiperinsulinemia resultante da resisténcia a insulina favorece a
hiperandrogenemia por diversos mecanismos. Na hipdfise, favorece o aumento da
amplitude dos pulsos de LH. Paralelamente, exerce agao sinérgica ao LH na
esteroidogénese ovariana, através da fosforilagdo em serina do citocromo P450c17,
estimulando a produgao ovariana de androgenos e inibindo a produg¢ao hepatica da
globulina ligadora de horménios sexuais (SHBG) e da proteina ligadora 1 do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGFBP-1), resultando em concentragbes mais
elevadas de testosterona biodisponivel (41).

Foi demonstrado que o tratamento com sensibilizadores de insulina
(metformina ou tiazolidinedionas) em mulheres com SOP n&o sé melhora a

resisténcia a insulina, mas também resulta em melhorias na hiperandrogenemia e



funcdo ovulatoria (17). A despeito desses achados, a infusdo de insulina exégena
ndo alterou a secregdo de LH em mulheres com SOP (14). Além disso, o tratamento
com tiazolidinedionas ou metformina ndo diminuiu a frequéncia de pulso do LH e
teve efeitos inconsistentes sobre seu nivel sérico, apesar de melhorar
significativamente a hiperinsulinemia. As concentragbes de LH parecem se
correlacionar negativamente com a obesidade, apesar de haver uma correlagao
claramente positiva entre a adiposidade e as concentragdes de insulina (42, 43).
Juntos, estes resultados sugerem que a resisténcia a insulina associada na SOP
nao resulta, diretamente, em anormalidades neuroenddcrinas, apesar de ter uma
relagdo bem estabelecida com a hiperandrogenemia.

Outro mecanismo aventado para justificar as alteragdes neuroenddcrinas da
SOP sao as baixas concentragdes de progesterona associadas com a anovulagao
ou oligoanovulagdo crbnicas, que sao caracteristicas definidoras da sindrome. Nos
ciclos ovulatorios, a progesterona regula a pulsatilidade de GnRH, diminuindo a
frequéncia de pulsos e, consequentemente, reduzindo a sintese e secrec¢ao de LH.
No entanto, esta ndo parece ser uma explicacdo suficiente para as anormalidades
neuroendocrinas da SOP. Estudos utilizando estradiol e progesterona por sete dias,
simulando as concentracbes presentes na fase Idtea, confirmaram que a
sensibilidade hipotalamica a progesterona, mediada pela supressdo da frequéncia
de pulsos do LH, esta diminuida em mulheres com SOP, em comparagdo com
controles normais (44). Em contrapartida, o uso da flutamida, um bloqueador do
receptor de androgenos, parece restaurar a sensibilidade a progesterona em
mulheres com SOP, sugerindo que a redugdo da sensibilidade hipotaldmica a
progesterona seja secundaria a hiperandrogenemia, ao invés de um defeito primario
(45).

O hiperandrogenismo, assim como a anovulagdo crénica, é uma
caracteristica definidora da SOP, e sua origem parece ser multifatorial.
Independente da etiologia, concentragcdes elevadas de androgenos parecem ter
importante consequéncia neuroendocrina, incluindo uma diminui¢ado da sensibilidade
hipotalamica a progesterona, o que explicaria, em parte, a presenca de pulsos
persistentemente rapidos do GnRH, promovendo elevagdo de LH com subsequente
producdo excessiva de andrégenos ovarianos, contribuindo para a disfungéo
ovulatodria (9).



A leptina, proteina transcrita pelo gene da obesidade (ob) e secretada pelos
adipdcitos, esta associada com diversos processos fisiologicos, principalmente a
regulacédo da ingestdo alimentar e o balango energético, surgiu recentemente como
mais um personagem na etiopatogenia da SOP. Esse horménio também apresenta
variagdo durante o ciclo menstrual, ja tendo sido demonstrada uma atividade
sincrénica entre pulsos de LH e de leptina, tanto durante a fase folicular precoce,
quanto na fase média-tardia, sugerindo um papel fisiologico direto da leptina na
regulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (46). A interrupgcdo desse efeito
poderia desempenhar um papel na irregularidade menstrual observada,
frequentemente, em mulheres obesas e desnutridas e poderia oferecer um
mecanismo fisiopatolégico para a SOP. Além disso, a insulina pode regular a
expressao do gene da leptina e seu nivel circulante e a hiperinsulinemia sustentada
ou resisténcia a insulina promovem aumento dos niveis de leptina sérica (47).
Apesar disso, alguns trabalhos mostraram que as concentragbes de leptina em
mulheres com SOP podem nao diferir significativamente dos controles normais,
independente do seu peso corporal. Além disso ndo ha evidéncia de mutagdes nos
genes da leptina ou do seu receptor em mulheres com SOP (48). Assim sendo, o0s
resultados da relacdo da leptina com a funcédo reprodutiva na SOP ainda sao
conflitantes.

A maior amplitude e frequéncia de pulsos do LH, mediados pelo GnRH, esta
claramente relacionada com todo o amplo espectro da SOP, porém, a razdo para
esta vasta gama de alternativas para as anormalidades das gonadotrofinas nessa

patologia permanece obscura.

2.3 SUBUNIDADE BETA DO HORMONIO LUTEINIZANTE (LHB)

As gonadotrofinas LH e FSH, juntamente com o hCG e o TSH, pertencem a
familia de hormdnios glicoproteicos, com estrutura heterodimérica, composta por
uma subunidade alfa comum e uma subunidade beta especifica, associadas por
meio de ligagdes ndo-covalentes. A subunidade alfa € uma proteina constituida por
92 aminoacidos, idéntica para todos os horménios glicoproteicos, codificada por um
gene localizado no brago curto do cromossomo 6. As subunidades beta do FSH, LH



e hCG humanos contém 117, 121 e 145 aminoacidos, respectivamente. Os genes
que codificam as subunidades beta do LH e do hCG estdo localizados no braco
longo do cromossomo 19 (19913.3), e as sequéncias de aminoacidos dessas duas
subunidades apresentam consideravel homologia (83%, excluindo a extensao C-
terminal ndo homdloga do hCG) (figura 2)(49).
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Figura 2. Diagrama esquematico das subunidades beta do LH e hCG. A subunidade a comum, com
dois sitios de ligagdo aos oligossacarideos (N), subunidade LHB com um sitio de ligacdo e seu
heptapeptideo COOH hidrofébico (area hachurada da regido 114-121), subunidade hCGB com dois
sitios de ligacéo a oligossacarideos e sua porgao carboxiterminal que permite ligagdo a quatro outros
oligossacarideos (area hachurada da regido 114-145) (Adaptado de Jablonka-Shariff A, Boime |. Mol
Encocrinol 2009; 23: 316-323).

A ligagdo do GnRH ao seu receptor nos gonadotrofos ativa a biossintese das
gonadotrofinas resultando em transcricdo dos genes das subunidades do LH e do
FSH, tradugdo dos RNA mensageiros (RNAm), modificagbes pos-tradugédo,
dobramento e associacdo das subunidades, empacotamento e secrecdo dos
hormonios maduros (50).

As subunidades beta s&o ricas em cisteinas (12 pares) e formam seis
ligagdes (pontes) dissulfidicas entre esses residuos, que conferem a estabilizagdo
da estrutura tridimensional dessas proteinas, essencial para garantir a atividade
biolégica do dimero alfa-beta. Contém ainda moléculas de carboidrato, uma (no LH)
ou duas (no hCG e FSH) cadeias de oligossacarideos ligadas a residuos de
asparagina (Asn-linked ou N-linked), que tém papel importante para a agéo biologica
e metabolismo desses horménios. O fendmeno de glicosilagdo ocorre apds a

tradugcédo da proteina, por meio da transferéncia de complexos de oligossacarideos



de carga negativa ou neutra para residuos especificos de asparagina (Asn), serina
(Ser) ou treonina (Thr). Existem dois tipos de sitios de glicosilagdo, um sitio ligado
ao radical amina (NH2) da asparagina denominado N-ligado, e um grupo ligado ao
radical hidroxila (OH) da serina e treonina, denominado O-ligado (51).

O conteudo de carboidratos nas moléculas de gonadotrofinas, especialmente
de acido sialico, possui grande influéncia sobre sua taxa de depuragdo, bem como
seu tamanho molecular aparente. O conteudo mais elevado de acido sialico no FSH,
se comparado com o LH, & responsavel pela depuracdo mais lenta do FSH da
circulagao; o LH apresenta a taxa de metabolizagdo mais rapida, enquanto o hCG,
altamente sializado, tem a meia-vida mais longa (50).

Para o LH, o conteudo total de oligossacarideos existente em sua molécula &
oriundo de trés ligagdes com residuos de asparagina (duas na subunidade a e uma
ligacdo na subunidade B), o que Ihe confere meia-vida de 40-60 minutos. O hCG-f3
(subunidade beta da gonadotrofina coridénica) e o LHB humanos sdo N-glicosilados
no sitio de asparagina-13 e asparagina-30 respectivamente. O hCG, por sua vez,
apresenta uma a porgdo carboxi-terminal que possibilita a extensdo da O-
glicosilagéo para residuos de Ser121, Ser127 e Ser138, conferindo uma meia-vida
de 5 a 6 horas para essa glicoproteina (52)(figura 2).

Em 1992 Pettersson descreveu, pela primeira vez, uma forma variante
comum do LH em uma populagdo de mulheres finlandesas (53). Desde entao,
variantes do LH tém sido detectadas em diversas populacdes, saudaveis ou nao,
com frequéncia variando de 0-54% (54). Algumas alteragbes clinicas tém sido
descritas relacionadas as formas variantes do LH: maior frequéncia de disturbios
reprodutivos em mulheres, incluindo infertilidade inexplicada, faléncia ovariana
prematura, um desenvolvimento puberal mais lento em meninos e, em homens
idosos, maior prevaléncia de nivel baixo de testosterona com alta concentragédo de
LH (55-58).

Haavisto et al. (1995) demonstraram que o LH variante apresenta meia vida
significativamente menor do que LH normal (wild-type)(59). Posteriormente foi
demonstrado que pacientes portadores de LH variantes tiveram reducéo significativa
da concentragdo sérica do LH apds quinze minutos da injegdo do GnRH em relagao
as pacientes nao variantes. Essa reducdo da meia vida sérica seria explicada por
uma sulfatagao extra de um carboidrato da molécula do LH variante. Os carboidratos



sulfatados tém a propriedade de serem eliminados mais rapidamente da circulagao
por apresentarem maior especificidade de ligagao a receptores hepaticos (60).
Inicialmente, Suganuma et al. descreveram que mutagdo em posicéo lle15Thr
esta relacionada a uma glicosilagdo extra na posicdo Asn13, modificando a porgao
COOH-terminal, negativando-a e tornando-a hidrofilica. Como cerca de 30% da
excrecdo do LH é renal, a modificagdo da carga proteica do LH variante influencia a
sua excregao renal e, por consequéncia, sua meia vida plasmatica. Outros estudos
in vivo confirmaram a reduzida meia vida plasmatica desse LH variante, apesar de
nao haver uma explicacdo clara para esse fenGmeno, se por ligacdo de
glicoproteinas sulfatadas ou se pela glicosilagdo extra na posigdo Asn13 (60, 61).
Contrapondo o fato do LH variante apresentar uma meia-vida plasmatica
menor, foi demonstrada uma maior bioatividade desse LH variante em relagdo ao
selvagem (wild-type) por estudos in vivo e in vitro. A mutacdo Trp8Arg/lle15Thr
referentes aos dois polimorfismos do LHB mais estudados, e presentes em
desequilibrio de ligagdo, modifica a porgdo N-terminal do LH tornando-a hidrofilica,
portanto com menor meia vida, conforme descrito acima. A modificagdo estrutural
causada pela substituicdo da isoleucina pela treonina (lle15Thr) também resulta em
uma ligacdo oligossacaridea na posicao Asn13 (figura 3). Essas mudancgas
conformacionais exporiam regides da molécula da variante do gene LHB mais
eficientes para o estimulo intracelular pds receptor, conferindo maior biopoténcia
para o LHB variante. No caso da mutagdo do Trp8Arg isso poderia ser explicado
pela substituicdo de um aminoacido idéntico ao hCGf, que apresenta biopoténcia
superior ao LH selvagem (61). Em sintese, a molécula do LHB variante
Trp8Arg/lle15Thr parece apresentar uma maior bioatividade, a despeito de uma

meia vida menor.



TGG -= CGG
+1 +5 +10

LH-f  HN-SER-ARG-GLU-PRO-LEU-ARG-PRO{TRPCYS-HIS-

;

LH-VAR-p H,N-SER-ARG-GLU-PRO-LEU-ARG -PRO+ ARGHCYS-HIS-

hCG-fp  H,N-SER-LYS{ARG-PRO-LEU-ARG-PRO}ARGCYS-ARGT

ATC -= ACT
+11 +20

~-PRO-ILE-ASN-ALA+ TIEALFJ-ATA-VAL ~GLU-LYS-

-PRO-ILE-ASN-ALAS THR LEU-ALA-VAL-GLIJ-LYS-

-PRO-TT.F-ASN-ATA+THR +1 FU-ALA-VATL ~GIIT-LYS-

Figura 3. Comparacao estrutural entre as cadeias beta do LH selvagem (LH-B), LH variante (LH-
VAR-B) e hCG (hCG-B). Estao representados os primeiros 20 aminoacidos da por¢gdo amino-terminal
para as subunidades do LH-B, LH-VAR-B e hCG-B. As caixas sombreadas da figura indicam as
posi¢cdo das mudanc¢a de aminoacidos no LH-VAR-B (Trp8Arg/lle15Thr) e os aminoacidos do hCG
que diferem do LH. O sinal de glicosilagdo Asn-Ala-Thr no LH-VAR-B e hCG- estdo sublinhados.
(Adaptado de Themmen, A.P.N. e Huhtaniemi, |.L. 2000, Endocrine Reviews 21(5): 551-583).

Sendo assim, considerando o envolvimento do LH na SOP e a possivel
repercussao funcional de variantes do LH na fisiopatogenia de disfuncdes
reprodutivas, acredita-se que o estudo ampliado da frequéncia dos diversos
polimorfismos do gene LHB em mulheres brasileiras com e sem SOP, por
sequenciamento genético, poderia acrescentar informagcdes a respeito da
associagado dessas variantes, isoladas ou em combinagéo, com a fisiopatogenia da
doenga e/ou com a heterogeneidade de suas manifestagbes clinicas,
particularmente aquelas relacionadas a hiperandrogenemia.



3. OBJETIVOS

GERAL

Documentar a distribuicdo de variantes na subunidade beta do hormdnio
luteinizante em mulheres brasileiras com e sem SOP e verificar associagdes dessas

variantes com parametros clinicos e laboratoriais da sindrome.

ESPECIFICOS

- Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais das mulheres portadoras
de SOP, com relacdo aos parametros metabdlicos relacionados a resisténcia

insulinica e ao hiperandrogenismo clinico e/ou laboratorial.

- Descrever a prevaléncia de polimorfismos na regido codificante do gene
LHB (subunidade beta do LH) em uma amostra de mulheres brasileiras com e sem o
diagndstico da SOP, por meio de sequenciamento genético.

- Verificar associagdes entre a presenga de polimorfismos no gene LHB e
diferentes manifestacdes clinicas da SOP, por meio de parametros relacionados a

resisténcia insulinica e ao grau de hiperandrogenismo.

- Comparar as prevaléncias dos polimorfismos identificados no gene LHB em
mulheres brasileiras com e sem SOP com as prevaléncias descritas na populagao

mundial.



4. METODOS

Trata-se de um estudo descritivo e analitico:

|. Componente transversal (descritivo): caracterizagdo clinica das mulheres
com SOP

Nessa etapa, inicialmente foram observados idade, indice de massa corporal
e grau de hiperdandrogenismo, avaliado pelo escore de Ferriman e Gallwey, de
todas a mulheres com SOP incluidas no estudo. Esses dados foram obtidos a partir
de anamnese e exame fisico direcionados, realizados no momento da avaliagéo de

cada individuo para inclusdo no estudo.

Para estas pacientes procedeu-se a caracterizacdo do perfil bioquimico e
hormonal, no que diz respeito a parédmetros relacionados a resisténcia insulinica e
hiperandrogenemia. Este perfil incluiu a obtencdo dos valores de glicemia e
insulinemia em jejum e dos dados hormonais (LH, FSH, testosterona total, SDHEA,
androstenediona, SHBG) a partir de revisdo de seus prontuarios meédicos. As
dosagens hormonais foram realizadas na condicdo de auséncia de uso de

contraceptivos hormonais por pelo menos 30 dias.

Il. Componente analitico (retrospectivo): estudo do gene LHB das mulheres
com SOP e sem SOP (grupo controle)

Para o estudo do gene LHB (estudo molecular)), uma amostra de
aproximadamente 5 mL de sangue periférico foi obtida para todas as mulheres com
SOP acima descritas.

Em seguida, foram selecionadas mulheres saudaveis, sem SOP, para
composi¢do do grupo controle para analise comparativa dos dados obtidos no
estudo molecular. Foram obtidas amostras de sangue periférico para estudo do gene
LHB das mulheres incluidas no grupo controle. A analise comparativa das
frequéncias dos poliformismos identificados no gene LHB nas mulheres com SOP e
sem SOP foi entdo realizada com o objetivo de avaliar a associagdo dos
polimorfismos com o risco de apresentar SOP.



4.1 SUJEITOS DO ESTUDO

Foram selecionadas 130 pacientes com SOP, sendo 85 mulheres
acompanhadas nos ambulatérios de ginecologia e endocrinologia do Hospital das
Clinicas da Universidade de S&do Paulo (HC/FMUSP) e 45 mulheres acompanhadas
no ambulatério de endocrinologia das Génadas e Adrenais do Hospital Universitario
de Brasilia (HUB/UnB), avaliadas no periodo de julho de 2007 a julho de 2009. Para
o grupo controle, foram selecionadas 96 mulheres, todas residentes no Distrito
Federal.

Os critérios de incluséo foram:

1. Controles:

Mulheres adultas com ciclos menstruais regulares e ovulatorios, na auséncia

de sinais clinicos de hiperandrogenismo e que negavam histéria familiar de

SOP. Para inclusdo nesse grupo, os sujeitos foram submetidos a anamnese

direcionada e somente foram examinadas quando havia duvidas sobre a

concordancia com os critérios de inclusdo no estudo, no que diz respeito a

sinais clinicos de hiperandrogenismo (acne, hirsutismo, etc).

2. SOP:

Mulheres com idade entre 14 e 42 anos, que receberam o diagnostico de SOP

segundo os critérios definidos pelo consenso de Rotterdam, em 2003, revisto

em 2004, que baseia-se na presencga de dois dos seguintes critérios:

a) oligo e/ou anovulagéo (oligomenorréia ou amenorréia, sangramento uterino
disfuncional e infertilidade);

b) concentragcbes elevadas de andrégenos circulantes (hiperandrogenemia)
e/ou manifestagdes clinicas do excesso androgénico (hiperandrogenismo);

c) aspecto policistico dos ovarios a ultrassonografia (presencga de 12 ou mais
foliculos, medindo 2 a 9 mm de diametro e/ou volume ovariano acima de 10 cm®), na
auséncia de outras doengas que mimetizem esse fendtipo (hiperprolactinemia,
hiperplasia adrenal congénita forma néo classica, sindrome de Cushing, neoplasias
secretoras de androgenos, hipotireoidismo)(5).

Para realizacdoo dos exames laboratoriais, foi solicitado que essas mulheres
suspendessem o uso de contraceptivos hormonais por, no minimo, 30 dias.

Os critérios de exclus&o para o grupo com SOP foram:



a. Uso de medicamentos, tais como andrdgenos, corticosteroides,
ciclosporina e acido valpréico nos 30 dias que antecediam as dosagens hormonais;

b. Presenca de hiperprolactinemia, hiperplasia adrenal congénita forma nao
classica, sindrome de Cushing, neoplasias secretoras de androgenos,
hipotireoidismo e e neoplasia adrenal ou ovariana virilizante. Essas condi¢des foram
excluidas por meio de dados de anamnese, exame fisico e, quando indicado,
dosagens hormonais, que deveriam ser normais para o método utilizado (Prolactina
e TSH, em todos os casos, e 170H-Progesterona apds estimulo com cortrosina, nos
casos em que havia sinais clinicos de hiperandrogenismo severo ou resposta
insuficiente ou incompleta ao tratamento clinico);

c. Mulheres cuja menarca ocorreu ha menos de dois anos;

d. Mulheres acima de 45 anos de idade a primeira avaliagao.

4.2 AVALIACAO CLINICA

4.2.1 Parametros Clinicos e Antropométricos

Apos a confirmagao do diagnostico de SOP, as mulheres selecionadas foram
submetidas a anamnese direcionada, incluindo detalhes de historico menstrual,
idade da menarca e historico gestacional, no momento da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e da coleta da amostra de sangue para
estudo genético.

As manifestagdes clinicas de excesso de androgenos foram avaliadas pela
presenca de hirsutismo, definido pelo indice semi-quantitativo modificado de
Ferriman-Gallwey com escore = 8(62). As pacientes foram divididas em trés grupos
de acordo com o indice de Ferriman-Gallwey: ndo hirsutas, indice inferior a 8;
hirsutismo leve, indice de 8 a 14; e hirsutismo grave, indice maior do que 15(63). A
determinacao desse indice foi realizada, sempre pelo mesmo examinador, sendo um

em Brasilia e um em Sao Paulo.



As medidas de peso corporal e altura foram aferidas com as pacientes
vestidas com suas roupas habituais, utilizando-se balangas antropométricas

devidamente calibradas existentes nos respectivos ambulatorios.

4.2.2 Parametros Bioquimicos e Hormonais

Os parametros bioquimicos e hormonais avaliados foram obtidos
retrospectivamente, a partir de revisdo dos dados existentes nos prontuarios das
pacientes do HUB/UnB e do HC/FMUSP, os quais foram encaminhados pelos
meédicos pesquisadores responsaveis. As determinacdes desses parametros foram
realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas do HUB/UnB e no Laboratoério de
Hormonios e Genética Molecular LIM 42 do HC/FMUSP.

Foram avaliadas analisadas as medidas da glicemia de jejum, determinada
pelo método de glicose oxidase (valor de referéncia: 70 a 100 mg/dL) e a
concentragcdo plasmatica de insulina, determinada pelo método de

quimioluminescéncia (valor de referéncia: < 29,1 pUl/mL).

Foram analisadas ainda as concentragdes de LH, FSH, Testosterona total
(TT), SDHEA e androstenediona (delta 4-androstenediona). Os métodos utilizados
para determinacdo dessas concentracbes diferiram entre os dois servigos
(HC/FMUSP-SP e HUB/UnB-DF), como apresentado na tabela 1. Por esse motivo,
para fins de analise ao longo de todo o estudo, as mulheres foram divididas em dois

grupos, conforme o servico em que foram avaliadas, assim definidos:

- Grupo SOP-1: mulheres com SOP procedentes do HC/FMUSP-SP
- Grupo SOP-2: mulheres com SOP procedentes do HUB/UnB-DF



Tabela 1. Metodologia empregada na determinacdo da
hormdnios analisados e respectivos valores de referéncia

concentragdo plasmatica dos

Laboratério 1%

Laboratério 2°

Horménio i ’
Método VR® Método VR®
LH IFMA 2,2a6,8UlL CLIA 1-18 mUI/mL
TT IFMA <98 ng/dL CLIA < 80 ng/dL
0a14 anos 33,9 a 280 mcg/dL
15a19anos 65,1 a 368 mcg/dL
SDHEA CLIA 20a24 anos 148 a 407 mcg/dL CLIA 34-430 mcg/dL
25a34 anos 98,8 a 340 mcg/dL
35a44 anos 60,9 a 337 mcg/dL
14 a 16 anos <4,4 ng/mL
17 a18 anos <4,9 ng/mL
Delta-4 CLIA 19 a 20 anos < 4,3 ng/mL CLIA 0,8-4,4 ng/mL
21 a 30 anos <2,8 ng/mL
31 a 44 anos <2,9 ng/mL
SHBG IFMA 22 a 130 nmol/L CLIA 18-114 nmol/L

2 aboratorio 1, Laboratério de Hormonios e Genética Molecular LIM 42 do HC/FMUSP.

®|_aboratério 2, Laboratério de Analises Clinicas do HUB/UnB e Laboratério de Andlises Clinicas Sabin
(cortesia do Nucleo de Apoio a Pesquisa).
¢ Valores de referéncia.
LH horménio luteinizante; TT, testosterona total; SDHEA, sulfato de dehidroepiandrosterona; Delta-4, delta-4
androstenediona; SHBG, globulina ligadora de esterdides sexuais;
imunofluorimetria; CLIA (chemiluminescent imnmunoassay), quimioluminescéncia.

4.2.3 Avaliagao por Imagem

IFMA  (immunofluorimetric assay),

A morfologia dos ovarios foi avaliada por ecografia pélvica transvaginal ou

abdominal, e definida conforme as diretrizes do consenso de Rotterdam, 2004. Os

exames foram realizados em diferentes equipamentos e por examinadores diversos,

e os dados foram obtidos retrospectivamente, por meio de revisao dos prontuarios.



4.2.4 Diagnostico e Classificagdo da Obesidade

A obesidade foi classificada a partir do indice de massa corporal (IMC), obtido
pela razao entre o peso em quilos e o quadrado da altura em metros, e que permite
a seguinte classificagao, conforme as diretrizes propostas pelo “National Institutes of
Health, National Heart, Lung, and Blood Institute” em 1998:

+ < 18,5 kg/m?: baixo peso;

« De 18,5 a 24,9 kg/m?* normal;

« De 25,0 a 29,9 kg/m?*: sobrepeso;

« De 30,0 a 34,9 kg/m?* obesidade grau I;

+ De 35,0 a 39,9 kg/m? obesidade grau II;
+ Acima de 40,0 kg/m?% obesidade grau III.

4.2.4 Avaliacao da Sensibilidade a Insulina:

Foi avaliada através:
a) do HOMA-IR (do inglés “homeostasis model assessment’), calculado da

seguinte forma:

[ G||cemi?8(mg/d|-) ] x Insulina (MUI/ML)

HOMA-IR = 225

b) valores de HOMA-IR abaixo de 2,7 foram considerados normais (64).

4.3 ESTUDO MOLECULAR

As amostras de sangue para estudo genético foram colhidas no momento da
avaliacao da paciente para inclusdo no estudo.



4.3.1 Extragcao de DNA Gendmico de Leucoécitos do Sangue Periférico

A analise de DNA foi realizada pela extragdo de DNA de leucécitos de sangue
periférico pelo método CHELEX-100® (65). O método foi aplicado como se descreve:
5 mL de sangue venoso foram colhidos em tubos com acido etileno
diaminotetracético (EDTA). Para extracdo do DNA, 1 mL de agua Milli-Q foi
misturada a 50 yL de sangue total e em seguida a mistura foi centrifugada por 5
minutos a 8.000 rotacdes por minuto. Apds descarte do sobrenadante, foi acrescido
1 mL de agua Milli-Q a cada tubo e a centrifugacdo foi repetida. Novamente foi
descartado o sobrenadante, adicionava-se 200 uL da suspensdo CHELEX-100® 5%,
homogeneizando. As amostras foram entdo submetidas ao vortex por cerca de 10
segundos. Em sequéncia, incubadas a 56°C, por 30 minutos e a 100°C, por 8
minutos. Apos centrifugacdo, as amostras foram armazenadas a -20°C para

posterior utilizagao.

4.3.2 Reacao de Polimerizagao em Cadeia (PCR)

O DNA gendmico foi utilizado como substrato para amplificagédo do gene LHB,
utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores previamente descritos(66),
aqui representados por LH23F e LH23R (tabela 1). Esses iniciadores se anelam no
intron 1 e na regido 3" ndo traduzida do gene, respectivamente, e portanto,
amplificam um fragmento contendo o éxon 2, intron 2 e éxon 3, que inclui toda a
sequéncia codificante da proteina madura (figura 4). A extremidade 3" do
oligonucleotideo LH23R contém nucleotideos que s&o complementares
exclusivamente ao gene LHB, possibilitando assim sua amplificagdo especifica a
despeito dos altamente homdlogos genes e pseudogenes da subunidade beta do
hCG.



Figura 4. Representacdo esquematica do gene LHB, mostrando os sitios de hibridizagdo dos
oligonucleotideos utilizados na PCR (LH23F e LH23R). As regides que codificam o peptideo sinal
aparecem em amarelo e as que codificam a proteina madura, em verde. E: exon; I: intron.

Na reacdo de amplificagdo foram utilizados 5 yL de DNA gendmico, 0,2 mM
de cada desoxinucleotideo (dANTP), 50 ng de cada oligonucleotideo iniciador, 1,25 U
da enzima Taq DNA polimerase (Fermentas®), tampdo de reagdo e sulfato de
magnésio fornecido e usado de acordo com o sugerido pelo fabricante, resultando
em um volume final de 50 pyL. A amplificagdo foi realizada em um termociclador
PTC-100 (MJ Research, Inc. Waltham, MA), em condi¢des previamente descritas: 35
ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturagao), 40 s a 65°C (anelamento) e 1 minuto a
72°C (extens&o)(66).

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes em cadeia da polimerase

Regiao de Tamanho
Nome Orientagao Sequéncia (5>3’) anelamento do
Produto
LH23F sense TCTTTGTGGGTGGTGTACCACGC Intron 1
) 806 pb®
LH23R  antisense TGGAGCCCTGACACCCCGATCCTCC 3 nao
traduzida

¥pb = pares de base.

Para confirmagdo da amplificagdo do fragmento de interesse (806 pares de
base), os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%,
corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL), visualizados em luz ultravioleta e

fotografados.



4.3.3 Sequenciamento Automatico

Os produtos da amplificagdo foram purificados por meio enzimatico (sistema
“‘EXO-SAP”). Num volume de 10 yL do produto de PCR foram acrescentados 1 U de
exonuclease | (Biolabs®) e 1 U de shrimp alcaline phosphatase (fosfatase alcalina de
camaréao - Promega®). Em seguida, o produto foi incubado a 37°C, por 30 minutos, e
depois a 80°C, por 20 minutos.

Aos produtos de PCR purificados foram acrescentados 50 ng do
oligonucleotideo de interesse (sense ou antisense), a depender da direcdo desejada
para a reacao de sequenciamento. Para todos os produtos de PCR obtidos
correspondentes a amplificacdo do gene LHB de todos os individuos incluidos no
estudo, foram realizadas duas reacdes de sequenciamento, sendo uma com o
oligonucleotideo sense (direcdo 5—3’) e outra com o oligonucleotideo antisense
(direcdo 3'— 5’).

Apos a purificacdo, o material foi enviado para realizagdo do sequenciamento
automatico propriamente dito, em empresa especializada (Macrogen - Coréia do Sul

- www.macrogen.com). Os resultados obtidos foram disponibilizados online, em

formato de eletroferograma.

4.3.4 Leitura e Anadlise das Sequéncias

A analise, alinhamentos e comparagdes entre as sequéncias (sequéncia de
referéncia e eletroferogramas das sequéncias obtidas, em ambas as diregdes) foram
realizadas com o auxilio de software especializado: sequencher (Gene Codes
Corporation versao Demo 4.10.1 — 2011, Ann Arbor, MI) As sequéncias obtidas
foram comparadas com a sequéncia referéncia disponivel na base de dados
PubMed (NCBI Reference Sequence: NG_011464.1)(67). A leitura de todos os
eletroferogramas foi realizada por dois pesquisadores, de maneira independente e
os resultados de cada leitura foram comparados. Os resultados conflitantes ou

duvidosos foram reavaliados por ambos e somente considerados para analise



quando houve consisténcia entre as duas leituras dos eletroferogramas, em ambas
as direcoes.

Definiu-se entdo o gendtipo das mulheres estudadas (genotipagem) para o
gene LHB e as frequéncias alélicas e prevaléncia dos polimorfismos identificados.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram digitados e editados em planilha eletrénica do programa
(Microsoft Office Excel 2007) e posteriormente exportados para formato compativel
com o uso pelo programa para analises estatisticas STATA (Stata Statistical
Software: Release 8). Utilizou-se este programa para o calculo de todas frequéncias
e distruibuicdes das variaveis de interesse, medidas de tendéncia central e sua
variabilidade, associagdes entre variaveis e testes de significancia estatistica. O
teste de Qui-quadrado foi utilizado para a avaliagao de correlagédo da distribuigao de
proporgdes de variaveis categoricas entre grupos de interesse, tendo-se escolhido o
teste exato de Fisher em todas as avaliagdes de nivel de significancia, estabelecido
como valor de p<0.05. Para a comparacdo entre a distribuicdo de variaveis
continuas e os grupos ou subgrupos de interesse, calculou-se médias e seus
respectivos intervalos de confianga de 95%.

A inspecao preliminar dos dados revelou diferengas importantes no perfil das
mulheres que constituiram o grupo de casos em relagéo a sua origem (S&o Paulo vs
Brasilia), tendo-se optado entdo por uma estratégia de analise conservadora,
mantendo-se todas as estatisticas descritivas do estudo em separado para os dois
grupos.

Dentro das anadlises do componente transversal ou descritivo, foram
calculadas médias e respectivos intervalos de confiangca de 95% para descricao dos
grupos estudados, isto €, a comparacgao entre as tendéncias para todos parametros
clinicos e bioquimicos para todas as variaveis continuas, segundo preconiza
Brandstatter (68). Utilizou-se valores de corte baseados nos limites de normalidade
conforme descritos nas sessdes anteriores dentro deste capitulo para uma

verificagdo mais detalhada das diferengas entre grupos de mulheres com SOP. A



seguir, os grupos de pacientes foram estratificados segundo duas categorias de IMC
e as analises refeitas dentro destes extratos.

No modelo analitico de tipo caso-controle tomou-se como variavel de
exposicao a presenga de cada um dos 11 polimorfismos detectados na populagao
estudada. Inicialmente, submeteu-se as prevaléncias encontradas para cada
mutagcdo foram submetidas ao teste de significAncia de desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg conforme recomendado por Ryckman & Williams(69). O nivel de
associacao pontual entre estas exposicaes e a ocorréncia de SOP foi representado
pelo calculo das razdes de chance (odds ratios); para a estimativa de seus
respectivos intervalos de confianca de 95% utilizou-se o metodo exato.

Testes da comparabilidade das distribuicbes, entre casos e controles, de
frequéncias genotipicas e alélicas e frequéncias dos alelos menores, para cada
polimorfismo, foram realizados utilizando-se o nivel de significancia de p<0,05 onde
o valor de p foi calculado através do teste exato de Fisher. O mesmo procedimento
foi utilizado para o teste de comparabilidade das frequéncias genotipicas de cada
variante (versus o tipo selvagem ou wild type) entre casos e controles e os
parametros clinicos elegidos para analise, isto é, hirsutismo, prevaléncia de

obesidade, resisténcia insulinica e hiperandrogenemia.

4.5 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (UnB) em
duas etapas: a primeira em 2007 (registro de projeto 091/2007 — Anexo A) e a
segunda em 2009 (registro de projeto 124/09 — Anexo B).

Todos os participantes (controles e paciente com SOP) deram seu
consentimento por escrito para sua realizagao, através do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).



5. RESULTADOS

Das 130 pacientes com SOP incluidas no estudo, 85 eram acompanhadas
nos ambulatérios de ginecologia e endocrinologia do HC/FMUSP e 45
acompanhadas no ambulatorio de endocrinologia do HUB/UnB.

Como descrito, para fins de analise, os grupos foram caracterizados como:

- Mulheres com SOP procedentes do HC/FMUSP-SP (SOP-1) (n=85);

- Mulheres com SOP procedentes da HU/UnB-DF (SOP-2) (n=45);

- Controles (Controles) (n=96).

Apresentam-se inicialmente os dados clinicos, bioquimicos e hormonais de
todas as mulheres com SOP incluidas no estudo, bem como a analise comparativa
entre os dois grupos (SOP-1 e SOP-2).

Seguem-se os dados obtidos na etapa do estudo molecular do gene LHB das
mulheres com SOP e sem SOP, que consiste na descricdo e analise estatistica dos
polimorfismos identificados.

Por fim, estdo apresentados os resultados das associagdes verificadas entre
a presencga de poliformismos no gene LHB e parédmetros clinicos e laboratoriais da
SOP, especificamente relacionados as manifestagbes e ao grau de
hiperandrogenismo nas mulheres afetadas pela sindrome.

5.1 CARACTERIZACAO CLiNICA DOS GRUPOS DE MULHERES PORTADORAS
DE SOP

Os principais parametros clinicos avaliados nas mulheres portadoras de SOP
de ambos os grupos (SOP-1 e SOP-2) encontram-se apresentados na tabela 3.



Tabela 3. Parametros clinicos analisados em 130 mulheres portadoras da SOP,
acompanhadas no HC/FMUSP e no HUB/UnB

A SOP-1 (n=85) SOP-2 (n=45)
Parametro
Média IC 95%° Média IC 95%°
Idade (anos) 25,7 246 - 26,9 28,1 26,1 - 30,1
IMC® (kg/m?) 28,9 27,4 -30,3 28,4 26,4 - 30,4
EFG® 12,6 11,2 - 14,0 10,2 7,7-127

SOP-1: grupo de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos da FMUSP/SP; SOP-2: grupo
de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos do HUB/UnB.

?|C: intervalo de confianca de 95%.

®IMC: indice de massa corpérea.

°EFG: escore de Ferriman e Gallwey.

As médias de idade e IMC dos dois grupos (SOP-1 e SOP-2) foram
estatisticamente semelhantes (tabela 3).

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as médias do
escore de Ferriman e Gallwey dos dois grupos (tabela 3). Entretanto, a prevaléncia
de hirsutismo, definido por um escore > 8, foi significativamente diferente, com
82,5% de mulheres hirsutas no grupo SOP-1 e 52,5% no grupo SOP-2 (p=0,000).
Quatro mulheres no grupo SOP-1 e 5 no grupo SOP-2 n&o foram incluidas nessa
analise por falta de registro desse dado.

Na tabela 4 encontram-se apresentados os valores observados para os
parametros bioquimicos e hormonais analisados em ambos os grupos de mulheres

com SOP.

Tabela 4. Parametros bioquimicos e hormonais analisados em 130 mulheres portadoras da
SOP, acompanhadas no HC/FMUSP e no HUB/UnB

SOP-1 SOP-2

Parametro Média IC 95%° n Média IC 95%"° n
GJ (mg/dL) 88,7 86,6-90,7 83 90,9 87,0-94,9 44
TT(ng/dL)" 105,4 87,7-123,1 84 61,8 48,9-74,8 42
LH (mUI/L) ND ND - 9,3 5,8-12,9 44
SDHEA (mcg/dL) 237,8 210,9-264,7 83 166,1 125,5-206,8 19
Delta-4 (ng/mL) 3,7 3,4-4,1 80 2,8 2,0-3,6 12
SHBG (nmol/L) 36,4 31,8-41,0 75 ND ND -

IC 95%: intervalo de confianca de 95%.

®Valor de referéncia para SOP-1: < 98 ng/dL e para SOP-2: < 80 ng/dL.

SOP-1: grupo de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos da FMUSP/SP; SOP-2: grupo de
pacientes com sindrome dos ovarios policisticos do HUB/UnB; TT: testosterona total; LH: horménio
luteinizante; SDHEA: sulfato de dehidroepiandrosterona; Delta-4: delta-4 androstenediona; SHBG:
globulina ligadora de esterdides sexuais; ND: dados n&o disponiveis.



As médias da glicemia em jejum foram semelhantes entre os dois grupos
(tabela 4).

A média da concentragédo de TT no grupo SOP-2 situou-se dentro dos valores
de referéncia, com apenas 6 mulheres nesse grupo apresentando testosterona total
acima do limite superior de normalidade (LSN). Por outro lado, a média da
concentracdo de TT no grupo SOP-1 foi elevada, isto €, acima do LSN para o
método utilizado (tabela 4).

Nao foi possivel comparar os grupos quanto as meédias de LH e SHBG, por
falta de dados do LH no grupo SOP-1 (HC/FMUSP-SP) e SHBG no grupo SOP-2
(HUB/UnB-DF). As médias das concentragbes de LH e SHBG nos grupos
analisados, bem como de SDHEA no grupo SOP-2, ficaram dentro dos respectivos
valores de referéncia.

As concentragdes de delta-4 do grupo SOP-2 apresentaram média dentro da
normalidade, porém so6 foram avaliadas em 12 dos 45 casos, por falta do dado nos
demais. Duas, dentre essas 12 pacientes, apresentaram niveis de delta-4 acima da
normalidade.

No grupo SOP-2, a média das concentragdes tanto de SDHEA quanto de
delta-4, apresentam limitagdo de analise per se, uma vez que seus valores de
referéncia diferem por grupos etarios (tabela 1).

Para a analise comparativa entre os 2 grupos de mulheres com SOP quanto
aos parametros metabdlicos (IMC, glicemia de jejum, resisténcia insulinica) e
relacionados ao hiperandrogenismo foram constituidas categorias para cada variavel
analisada. Os resultados dessa comparagcao estdo apresentados na tabela 5.

Observou-se que os 2 grupos de mulheres com SOP foram estatisticamente
semelhantes no que diz respeito ao IMC, prevaléncia de glicemia de jejum alterada e
resisténcia insulinica (tabela 5). A maioria das mulheres com SOP estudadas
apresentava sobrepeso ou obesidade (66,7%).

Ao contrario, quando foram analisadas as variaveis relacionadas ao
hiperandrogenismo, verificou-se diferencga estatisticamente significativa entre os dois
grupos, tanto quanto a presenga e graduag¢ao do hirsutismo, quanto pela ocorréncia
de concentragéo elevada de testosterona total (tabela 5). Assim, houve predominio
de hiperandrogenismo clinico e laboratorial no grupo SOP-1 em comparagdo ao
grupo SOP-2.



Tabela 5. Analise comparativa entre os grupos de mulheres com SOP quanto aos
parametros metabdlicos e de hiperandrogenismo

Parametros Categoria SOP-1 SOP-2 p’
% n % n
IMC (kg/m?) Normal 33,3 28 33,3 15 0,348
Sobrepeso 27,4 23 22,2 10
Ob Grau1 20,2 17 33,3 15
Ob Grau 2 13,1 11 4,4 2
Ob Grau 3 6,0 5 6,7 3
GJ (mg/dl) < 99 (normal) 90,4 75 79,5 35 0,079
>100 (alterada) 9,6 8 20,5 9
RI Ausente 47 1 40 47,7 21 1,000
Presente 52,9 45 52,3 23
TT (ng/dL)° Normal 53,6 45 76,2 32 0,020
Elevada 46,4 39 23,8 10
Hirsutismo® Ausente (<8) 14,8 12 475 19 0,001
Leve (8-14) 48,2 39 25,0 10
Severo (>14) 37,0 30 27,5 11
SDHEA (mcg/dL)® Normal 86,6 71 36,8 7 0,000
Elevada 13,4 11 63,2 12
Delta-4 (ng/mL)° Normal 37,5 30 81,8 9 0,008
Elevada 62,5 50 18,2 2

“p: valor exato de p calculado pelo teste de Fisher.

°RI: resisténcia a insulina, nivel definido por HOMA-IR = 2,7.

°TT: testosterona total; valor de referéncia para SOP-1: < 98 ng/dL e para SOP-2: < 80 ng/dL.

dClassificado de acordo com o escore de Ferriman e Gallwey.

*Valores de normalidade definidos conforme faixa etaria (vide tabela 1).

SOP-1: grupo de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos da FMUSP/SP; SOP-2: grupo de
pacientes com sindrome dos ovarios policisticos do HUB/UnB; IMC: indice de massa corpérea; Ob:
obesidade; GJ: glicemia jejum; SDHEA: sulfato de dehidroepiandrosterona; Delta-4: delta-4

androstenediona.

Subsequentemente, as mulheres com SOP oriundas de cada servigo foram

categorizadas segundo o IMC, considerando peso normal o IMC < 25 e obesidade o
IMC > 25. (Tabelas 6, 7 e 8).
A media do escore de Ferriman e Gallwey foi maior entre as mulheres obesas

de ambos os grupos, porém no grupo SOP-1 esse valor foi significativamente

superior para as mulheres com obesidade (tabela 6).



Tabela 6. Analise comparativa entre os grupos de mulheres com SOP, quanto aos
parametros clinicos e laboratoriais, conforme o indice de massa corporea

SOP-1 SOP-2
Parametros IMC < 25 (n=28) IMC > 25 (n=56) IMC <25 (n=28) IMC > 25 (n=56)
Média (IC 95%)® Média (IC 95%)? Média (IC 95%)* Meédia (IC 95%)®

Idade 24,1 (21,9-26,3) 26,5 (25,1-27,9) 26,4 (22,4-30,4) 29,0 (26,6-31,3)
EFG® 9,6 (7,4-11,8) 14,1 (12,5-15,8) 8,5 (4,4-12,6) 11,1 (7,9-14,3)

T (ng/dL)° 120,4 (69,4-171,3) 97,1 (87,8-108,1) 48,8 (34,9-62,7) 68,3 (50,1-86,6)
LH (mUI/L) ND ND 14,9 (3,8-26,1) 6,7 (5,3-8,2)
SDHEA
(mcg/dL) 247,2 (211,9-282,5) 234,5 (196.9-272,2) 191,9(65,4-318,5) 156,9 (111,1-202,8)
Delta-4
(ng/mL) 3.7 (3,24.2) 3,8(3,3-4.2) 2,4(3,4-8,1) 2,9 (2,0-3,8)
SHBG
(nmol/L) 49,5 (39,9-59,0) 29,1 (25,4-32,7) ND ND

IC 95%: intervalo de confianga de 95%.

EFG: escore de Ferriman e Gallwey.

“Valor de referéncia para SOP-1: < 98 ng/dL e para SOP-2: < 80 ng/dL.

SOP-1: grupo de pacientes com ‘sindrome dos ovarios policisticos da FMUSP/SP; SOP-2: 9rupo de pacientes
com sindrome dos ovarios policisticos do HUB/UnB; IMC: indice de massa corpérea (kg/m®); TT: testosterona
total; LH: horménio luteinizante; SDHEA: sulfato de dehidroepiandrosterona; Delta-4: delta-4 androstenediona;
SHBG: globulina ligadora de esteréides sexuais; ND: dados n&o disponiveis.

As médias da TT, do SDHEA e da Delta-4 foram semelhantes entre os
subgrupos de ambos 0s grupos.

As médias do LH foram semelhantes entre as mulheres com IMC normal e
obesas, no grupo SOP-2. N&o foi possivel ter acesso as dosagens de LH do grupo
SOP-1, como mencionado.

As médias da concentragdo de SHBG, por sua vez, foram significativamente
superiores no subgrupo de mulheres com IMC normal em relagdo aquelas com
obesidade, dentro do grupo SOP-1 (tabela 6). Ainda, como mencionado na sessao
sobre métodos, esse dado nao foi encontrado nos prontuarios das mulheres do
grupo SOP-2.



Tabela 7. Anélise comparativa entre os grupos de mulheres com SOP quanto ao hirsutismo,
conforme o indice de massa corpoérea

SOP-1 SOP-2
(n=28) (n=56) p° (n=15) (n=30) p°
% % % %
Ausente 29,6 7,4 0,021 64,3 38,5 0,328
Leve 48,2 48,2 14,3 30,8
Grave 22,2 44 4 21,4 30,8

®Hirsutismo classificado de acordo com Ferriman e Gallw.ey

bp: valor exato de p calculado pelo teste de Fisher.

SOP-1: grupo de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos da FMUSP/SP; SOP-2: grupo de
pacientes com sindrome dos ovarios policisticos do HUB/UnB; IMC: indice de massa corporea
(kg/m?).

No grupo SOP-1, houve diferenga significativa na propor¢do de mulheres com
hirsutismo, segundo o IMC (tabela 7). Nesse grupo, aproximadamente 1/3 das
pacientes magras (IMC < 25 kg/m?) ndo apresentaram hirsutismo, contra menos de
10% das obesas (7,4%). Em contrapartida, o dobro de mulheres obesas apresentam
hirsutismo grave em relagdo as magras. O hirsutismo leve foi tdo prevalente nas
magras quanto nas obesas.

No grupo SOP-2 ndo houve diferenga estatisticamente significativa na

prevaléncia de hirsutismo entre os subgrupos de pacientes magras e obesas.

Tabela 8. Analise comparativa entre os grupos de mulheres com SOP quanto aos
parametros laboratoriais, conforme o indice de massa corpoérea

SOP-1 SOP-2
Paramet IMC <25  IMC>25 IMC<25  IMC>25
arametros (n=28) (n= 56) P (n=15)  (n=30) P
% % % %
TT elevada 39,3 50,0 0,487 14,3 28,6 0,451
SDHEA 3,6 18,5 0,088 60,1 64,3 1,00
Delta-4 65,4 62,3 1,000 ND ND -
RI 32,1 62,5 0,011 57,1 50,0 0,752

®p: valor exato de p calculado pelo teste de Fisher.

SOP-1: grupo de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos da FMUSP/SP; SOP-2: grupo de
pacientes com sindrome dos ovarios policisticos do HUB/UnB; IMC: indice de massa corporea
(kg/mz); TT: testosterona total; SDHEA: sulfato de dehidroepiandrosterona; Delta-4: delta-4
androstenediona; RI: resisténcia a insulina; ND: dados n&o disponiveis.

A presenca de hiperandrogenemia, definida por testosterona total acima do
LSN para cada método, ndo variou de acordo com a presenga de obesidade em
ambos os grupos de mulheres com SOP. O mesmo foi observado para SDHEA nos



dois grupos e delta-4 no grupo SOP-1. Devido ao numero reduzido de mulheres que
apresentavam os dados referentes as dosagens de delta-4 no grupo SOP-2, essa
variavel ndo foi considerada para analise (tabela 8).

A prevaléncia de resisténcia insulinica foi significativamente maior (p=0,011)
nas pacientes obesas do grupo SOP-1, contudo, essa diferenga ndo foi observada

nas pacientes do grupo SOP-2 (tabela 8).

5.2 ESTUDO MOLECULAR

A estratégia de amplificacdo do gene LHB utilizada nesse estudo permitiu
analisar toda a extensao da regido codificante da proteina madura, que corresponde
a sequéncia dos exons 2 e 3. O exon 1 ndo foi amplificado, porém essa regiao
codifica apenas os primeiros 5 aminoacidos do peptideo sinal, o qual nao faz parte
da proteina madura. Assim, foram analisados os polimorfismos situados nos exons 2
e 3, os quais estdo destacados na figura 5.

Todos os eletroferogramas obtidos no sequenciamento do gene LHB dos 226
individuos estudados, sendo 130 casos e 96 controles, foram analisados. Entretanto,
devido a erros técnicos comuns na etapa automatica da reacdo de sequenciamento,
nao foi possivel a leitura pontual de alguns polimorfismos para alguns individuos.
Apesar disso, todas as sequéncias foram mantidas na analise, justificando pequenas
diferencas no numero de amostras analisadas para cada polimorfismo.

Foram identificadas 11 variantes alélicas em regidées codantes do gene LHB
humano, dez delas ja descritas em banco de dados
(http://browser.1000genomes.org e/ou www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP), a saber:
rs34247911, rs5030775, rs35296413, rs1800447, rs35270001, rs34349826, rs6521,
rs1056914, localizadas no exon 2; rs1056917 e rs5030774, no exon 3, conforme

descrigdo na figura 5. O polimorfismo rs1056917 também é descrito nos bancos de
dados como rs117969667 ou rs59470182. Nesse trabalho, utilizou-se apenas uma

de suas nomenclaturas, a saber: rs1056917.



ATGGAGATGCTCCAGgtaagactacagggcccctgggcaccttccacctecctte
caggccatcactggcatgagaaggggcagacccgtgtgagctgtggaaggaggc
ctctttctggaggggcatgacccccagtaagecttcaggtggggcagttecctgag
ggtggggatctgaaatgttggggcatctcaggtcctctgggctgtggggtgggce
tctgaaaggcaggtgtccgggtggtgggtcctgaatagggatgccgggaagggt

ctctgggtctttgtgggtggtgtaccacgcgggatgggaaggccaggactcggg
gctgcggtctcagacctgggtgaagcagtgtccttgtcccagGGGCTGCTGCTG

TTGCTGCTGCTGAGCATGGGCGGGICATGGGCATCCAGGGAGCCGCTTCGGCCA
ficcTccclccCCATCAATGCCATCCTGGCTGTCGAGAAGGAGGGCTGCCCAGTG
TGCATCACCGTCAACACCACCATCTGTGCCGGCTACTGCCCCACCATGgtgagc
tgcctggggccaggggcagatgctgccacctcagggccagacccacagaggcag
cgggggaggaagggtggtctgcctctctggcctgecggttggggaatggggtgtyg
ggaaggcaggaacagagggcttcctgggctcctgagtccaggacctgtggggtce
agcttgggagctcagctgaggcgctggcctcaggcacatgctcattccecccact
cacacggcctccagATGCGCGTGCTGCAGGCGGTCCTGCCGCCCCTGCCTCAGG
TGGTGTGCACCTACCGTGATGTGCGCTTCGAGTCCATCCGGCTCCCTGGCTGCC
CGCGTGG.GTGGACCCCGTGGTCTCCTTCCCTGTGGCTCTCAGCTGTCGCTGTG
GACCCTGCCGCCGCAGCACCTCTGACTGTGGGIGTCCCAAAGACCACCCCTTGA
CCTGTGACCACCCCCAACTCTCAGGCCTCCTCTTCCTCTAAagaccctececececge
agccttccaagtccatcccgactecctggagececctgacacceccgatecctecceccaca
ataaaggcttctcaatccgca

Figura 5. Sequéncia codificante do gene da subunidade beta do horménio
luteinizante. As sequéncias dos exons encontram-se destacadas em letras
maiusculas azuis e os introns em letras minusculas cinzas. As regides de
anelamento dos primers encontram-se sublinhadas. As posi¢gdes dos polimorfismos
identificados nas regides codificantes encontram-se assinaladas.

Uma nova variante alélica, a qual nao foi identificada nos bancos de dados
consultados, compreende a substituigdo de uma citosina (C) por uma adenina (A)
no nucleotideo 233 (233C>A), no éxon 3, levando a troca de um aminoacido
treonina (Thr) para uma asparagina (Asn), no residuo 78 da proteina.

61 65 70 75 78 80 85 90
LHB MMRVLQAVLPPLPQVVCITYRDVRFESIRLP

LHB-VAR MTRVLQGVLPALPQVVCINYRDVRFESIRLP

hCGpB MTRVLQGVLPALPQVVCINYRDVRFESIRLP

Figura 6. Comparagao estrutural entre as cadeias beta do LH selvagem (LH-B), LH variante
233C>A (LH-VAR-B) e hCG (hCG-B).

Na tabela 9 estdo listados os onze polimorfismos analisados, com sua
localizagdo na sequéncia referéncia do gene correspondente a posigdo do
nucleotideo alterado na sequéncia codificante do gene (NCBI: NG_011464.1)(67).



Como pode ser observado na mesma tabela, as frequéncias genotipicas destas
variantes estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg, nas mulheres com SOP e nos

controles.

Tabela 9. Identificagdo dos polimorfismos no gene LHB, localizagao e analise do equilibrio
de Hardy-Weinberg

Reqi Posigdo e - HW p°
Polimorfismos® €glao troca de F’OS"-?a.O © tr_oca

do gene nucleotideos® de aminoacidos  Controles Casos
rs34247911 Exon 2 45G>A Met15lle 1,000 0,964
rs5030775 Exon 2 52G>A Thr18Ala 1,000 0,964
rs35296413 Exon 2 81A>T Pro27= 1,000 1,000
rs1800447 Exon 2 82T7>C Trp28Arg 0,471 0,631
rs35270001 Exon 2 89A>G His30Arg 1,000 1,000
rs34349826 Exon 2 104T>C lle35Thr 0,506 0,638
rs6521 Exon 2 114C>G Val38= 0,650 0,558
rs1056914 Exon 2 141A>C Pro44= 0,650 0,670
233C>A* Exon 3 233C>A Thr78Asn 0,959 0,820
rs1056917 Exon 3 285T>C 95Gly= 0,644 0,254
rs5030774 Exon 3 364G>A Gly122Ser 1,000 1,000

# Nomenclatura dos polimorfismos do gene LHB humano conforme base de dados PubMed, com
Eosigéo de troca dos aminodcidos na proteina (70).

Posicdo de troca do nucleotideo na sequéncia codificante, correspondente a sequéncia do RNA
mensageiro (CCDS 12748.1).
°Valor exato de p, calculado pelo teste de Fisher, para o desvio de freqiiéncias genotipicas do
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW)(69).
* Nova variante, ainda sem referéncia nas bases de dados relacionadas ao PubMed (NCBI e 1000
genomes)(70, 71).

5.2.1 Prevaléncia das Variantes do LHB

Dentre os onze polimorfismos analisados, apenas oito foram identificados na
amostra estudada. Os polimorfismos rs35296413 (Pro27=), rs35270001 (His30Arg) e
rs5030774 (Gly122Ser) nao foram encontrados em nenhum dos individuos
analisados, sejam eles casos ou controles.

Os oito polimorfismos identificados na nessa amostra n&o diferiram

significativamente quanto as frequéncias genotipica e alélica, quando comparadas



as diferencas de distribuicdo entre casos e controles, conforme descrito nas tabelas
10 e 11.

Tabela 10. Distribuicdo e analise comparativa da frequéncia genotipica dos polimorfismos
do gene LHB em mulheres com SOP e em controles

Controles Casos .

Polimorfismo Genodtipo % n % P
rs3424791 GG 93 100 124 99,2 1,000
(Met15lle) AA 0 0 0 0

GA 0 0 1 0,8
rs5030775 GG 93 100 125 99,2 1,000
(Thr18Ala) AA 0 0 0 0

GA 0 0 1 0,8
rs1800447 TT 81 86,2 109 86,5 0,910
(Trp28Arg) CcC 0 0 1 0,8

TC 13 13,8 16 12,7
rs34349826 TT 81 87,1 108 86,4 1,000
(le35Thr) CcC 0 0 1 0,8

TC 12 12,9 16 12,8
rs6521 CcC 17 18,3 24 19,5 0,983
(Val38=) GG 33 35,5 42 34,1

CG 43 46,2 57 46,3
rs1056914 AA 17 18,3 20 16,3 0,824
(Pro44=) CcC 33 35,5 41 33,3

AC 43 46,2 62 50,4
233C>A CcC 95 99,0 120 96,0 0,237
(Thr78Asn) AA 0 0 0 0

CA 1 1,0 5 4,0
rs1056917 TT 11 11,5 16 13,2 0,927
(95Gly=) CcC 45 46,9 57 47 1

TC 40 41,7 48 39,7

® Nomenclatura dos polimorfismos do gene LHB humano conforme base de dados PubMed, com
Eosigéo de troca dos aminoacidos na proteina (70).

Valor exato de p, calculado pelo teste de Fisher para o nivel de significAncia da diferenga de
distribuicdo da frequéncia genotipica entre casos e controles, para cada polimorfismo.



Tabela 11. Distribuicdo e analise comparativa da frequéncia alélica dos polimorfismos do
gene LHB em mulheres com SOP e em controles

Controles Casos .
Polimorfismo Genodtipo N % n % P
rs3424791 Alelo G 186 100 249 99,6 1,000
(Met15lle) Alelo A 0 0 1 0,4
rs5030775 Alelo G 186 100 251 99,6 1,000
(Thr18Ala) Alelo A 0 0 1 0,4
rs1800447 Alelo T 175 93,1 234 92,9 1,000
(Trp28Arg) Alelo C 13 6,9 18 71
rs34349826 Alelo T 174 93,5 232 92,8 0,849
(le35Thr) Alelo C 12 6,5 18 7,2
rs6521 Alelo C 77 41,4 105 42,7 0,844
(Val38=) Alelo G 109 58,3 141 57,3
rs1056914 Alelo A 77 41,4 102 41,5 1,000
(Pro44=) Alelo C 109 58,6 144 58,5
233C>A Alelo C 191 99,5 245 98,0 0,240
(Thr78Asn) Alelo A 1 0,5 5 2,0
rs1056917 Alelo T 62 32,3 80 33,1 0,918
(95Gly=) Alelo C 130 67,7 162 66,9

® Nomenclatura dos polimorfismos do gene LHB humano conforme base de dados PubMed, com
Eosigéo de troca dos aminoacidos na proteina (70).

Valor exato de p, calculado pelo teste de Fisher para o nivel de significAncia da diferenga de
distribuicdo da frequéncia alélica entre casos e controles, para cada polimorfismo.

A comparagao das proporgdes dos genotipos selvagem e variante pelo teste
exato de Fisher entre casos e controles ndo mostrou diferengas, sugerindo a
auséncia de associacdo entre a presenca dos polimorfismos estudados e
susceptibilidade a SOP (tabela 10). Uma analise mais precisa através da estimativa
da raz&o de chances (odds ratio) apontou a tendéncia a um risco aumentado de
doenga associado a presenga do novo polimorfismo 233C>A (Thr78Asn), embora
sem significancia estatistica (OR = 3,96 - 1C95% = 0,43-189,12). Os resultados
referentes a analise de associacdo por meio de razao de chances encontram-se na
tabela 12.



Tabela 12. Associagado por razdo de chances (odds ratio) entre a deteccdo de cada

polimorfismo estudado e a presenga da SOP

Polimorfismo Genétipo C°“(t':;"es C"(‘:;’S OR (IC 95%)?
r$34247911 WT 93 124 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(Met15lle) Va 0 0 NG 0,0 (0,0-1,0)
He 0 1 0.0 (0.0-1,0)
rs5030775 WT 93 125 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(Thr18Ala) Va 0 0 NG 0,0 (0,0-1,0)
He 0 1 0.0 (0.0-1,0)
r$35206413 WT 94 126 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(Pro27=) Va 0 0 NG 0,0 (0,0-1,0)
He 0 0 0.0 (0.0-1,0)
rs1800447 WT 81 109 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(Trp28Arg) Va 0 1 ) b NC
He 13 16 0970422317 91 (0,39-2,19)
r$35270001 WT 94 123 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(His30Arg) Va 0 0 NC 0,0 (0,0-1,0)
He 0 0 0.0 (0.0-1,0)
r$34349826 WT 81 108 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(le35Thr) Va 0 1 ] NC
He 12 16 1,06 (0:45-2,58) 4 4 (0,43-2,45)
r$6521 WT 17 24 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(Val38=) Va 33 42 ] 0,90 (0,39-2,08)
He 43 57 0.92(0:43-1.94) /94 (0.42-2.08)
rs1056914 WT 17 20 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(Prod4=) Va 33 41 ] 1,06 (0,44-2,51)
He 43 62 1.15(0,53-2.49)  1'53(0.53-2.78)
233 C>A WT 95 120 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(Thr78Asn) Va 0 0 NC
He 1 s 3.96(043-189,12)  3,96(0.43-
189,12)
rs1056917 WT 11 16 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(95Gly=) Va 45 57 ] 0,87 (0,33-2,23)
He 40 48 0.85(0.34-2,07) /g3 (0:31-2.15)
rs5030774 WT 96 119 1,00 (ref) 1,00 (ref)
(Gly122Ser) Va 0 0 NG 0,0 (0,0-1,0)
He 0 0 0.0 (0.0-1,0)

?OR: razéo de chance e intervalo de confianga de 95%; ref: categoria de referéncia.
® Categoria inclui os ambos gendtipos mutados (variante homozigoto e heterozigoto).
WT: gendtipo homozigoto selvagem (wild-type); Va: gendtipo homozigoto variante; He: gendtipo

heterozigoto; NC: n&o calculavel.



5.3 ASSOCIACOES ENTRE GENOTIPOS E MANIFESTACOES CLINICAS
RELACIONADAS A RESISTENCIA INSULINICA E HIPERANDROGENISMO NAS
MULHERES COM SOP

Com o objetivo de avaliar possivel associagdo entre a presenga de cada
polimorfismo e variagbes nas manifestagcbes clinicas relacionadas ao
hiperandrogenismo na mulheres com SOP, analisou-se a distribuicdo das
frequéncias genotipicas segundo diferentes categorias de parametros clinicos e
laboratoriais. Para tal, foi utilizada a forma de analise genotipica agrupada, na qual
0s gendtipos dos individuos sao divididos em dois tipos: gendtipo homozigoto
selvagem (wild type - WT) e genotipo variante, que compreende tanto heterozigotos
(1 alelo variante) quanto homozigotos para o gendtipo variante (2 alelos variantes -
VAR). Nessa forma de analise, o genoétipo selvagem corresponde ao apresentado na
sequéncia referéncia do gene descrita no banco de dados.

Essa anadlise foi realizada para cada um dos poliformismos que foram
identificados nas mulheres com SOP estudadas, isoladamente, exceto dois
(rs34247911/Met15lle e rs5030775/Thr18Ala), em que apenas em um individuo foi
identificado o genotipo variante, impossibilitando assim o calculo estatistico.

Para avaliacdo da influéncia dos polimorfismos sobre as caracteristicas
clinicas, os polimorfismos rs1800447 e rs34349826 (Trp28Arg e 1le35Thr) foram
descritos e analisados conjuntamente, pois se apresentam em desequilibrio de
ligacdo, ou seja, segregam sempre em conjunto nas populagdes (20, 61, 66).

As caracteristicas clinicas das pacientes com e sem as variantes
rs1800447/rs34349826 no gene LHB estédo descritas na tabela 13.

A gravidade do hirsutismo, prevaléncia de obesidade e de resisténcia
insulinica n&o variou de forma significativa entre as pacientes portadoras dos
polimorfismos rs1800447/rs34349826 (Trp28Arg/lle35Thr), em relagdo aquelas que
nao apresentavam a variante. Entretanto, a presenga de hiperandrogenemia,
definida por concentragbes de testosterona acima do LSN foi significativamente

maior no grupo portador destas variantes (p=0,015).



Tabela 13. Distribuicdo da frequéncia genotipica da variante rs1800447/rs34349826 no
gene LHB segundo a presenca de diferentes manifestacées clinicas da SOP

rs1800447 / rs34349826
Parametros avaliados® WT (n=108) VAR (n=17) p"
% %
Hirsutismo Leve (EFG >8 e <15) 40,6 37,5 0,624
Grave (EFG >15) 31,7 43,8
Hiperandrogenemia 32,7 64,7 0,015
Obesidade (IMC>25) 65,4 76,5 0,421
Resisténcia insulinica 49,5 64,7 0,301

®As proporgdes de individuos para os quais o parametro estava ausente ou dentro da normalidade
foram omitidas a fim de simplificar a tabela; a adicdo dessas categorias para cada parametro totaliza
100%. Categorias omitidas: hirsutismo ausente: escore de Ferriman e Gallwey (EFG) < 8§;
testosterona total dentro do valor de referéncia para o método; individuos com peso normal (IMC<25);
auséncia de resisténcia insulinica de acordo com HOMA-IR.

®\Valor exato de p, calculado pelo teste de Fisher.

WT (wild type): gendtipo homozigoto selvagem; VAR: gendtipos variantes heterozigotos e
homozigotos.

Analise semelhante foi realizada para os poliformismos rs6521 (Val38=),
rs1056914  (Pro44=), rs1056917 (Gly95=), isoladamente. Tratam-se de
polimorfismos sinbnimos e a analise da distribuicdo dos gendtipos segundo
diferentes manifestagdes clinicas ndo demonstrou diferengas significativas.

As tabelas referentes aos valores dos coeficientes de correlagdo de Pearson
para as analises desses polimorfismos encontram-se nas tabelas A0O1 a 03, Anexo
A.

Tabela 14. Distribuicdo da frequéncia genotipica da variante 233C>A/Thr78Asn no gene
LHB segundo a presenca de diferentes manifesta¢des clinicas da SOP

233C>A/Thr78Asn
Parametros avaliados® WT (n=120) VAR (n=5) p°
% %
Hirsutismo Leve (EFG >8 e <15) 38,4 100,0 0,063
Grave (EFG >15) 33,9 0
Hiperandrogenemia 39,7 40,0 1,000
Obesidade (IMC>25) 67,2 80 1,000
Resisténcia insulinica 52,1 80,0 0,370

®As proporcdes de individuos para os quais o pardmetro estava ausente ou dentro da normalidade
foram omitidas a fim de simplificar a tabela; a adicdo dessas categorias para cada parametro totaliza
100%. Categorias omitidas: hirsutismo ausente: escore de Ferriman e Gallwey (EFG) < 8§;
testosterona total dentro do valor de referéncia para o método; individuos com peso normal (IMC<25);
auséncia de resisténcia insulinica de acordo com HOMA-IR.

®Valor exato de p, calculado pelo teste de Fisher .

WT (wild type): gendtipo homozigoto selvagem; VAR: gendtipos variantes heterozigotos e
homozigotos.



Em relagdo a nova variante alélica descrita, polimorfismo 233C>A/Thr78Asn,
nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas na propor¢ado das
diferentes manifestagdes clinicas da SOP analisadas entre os gendtipos (tabela 14).
Entretanto, verificou-se que nenhum dos 5 casos que apresentavam essa variante
tinham hirsutismo severo, definido pelo EFG > 15, enquanto 33,9% das portadoras

do gendtipo selvagem apresentavam essa manifestagao (p=0,063).

54. ANALISE COMPARATIVA DOS POLIMORFISMOS QUANTO AS
FREQUENCIAS DO ALELO MENOR NAS MULHERES BRASILEIRAS COM E SEM
SOP EM RELACAO A FREQUENCIA MUNDIAL

Para a analise comparativa das prevaléncias de polimorfismos no LHB
encontradas na populagdo estudada e em outras populagbes ja descritas, foi
utilizada a frequéncia do alelo menor (MAF: minor allele frequency). Esse conceito
refere-se a frequéncia na qual o alelo menos comum para cada polimorfismo ocorre
em uma determinada populagdo e tem sido amplamente empregado em estudos de
analise e associagdo ampla do genoma. Foram comparados os dados obtidos na
presente casuistica com os dados da frequéncia mundial do alelo menor (MAF)
descrita no banco de dados do PubMed, para os polimorfismos em que este dado
estava disponivel (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP)(70). Os resultados dessa

analise, bem como a MAF de referéncia para os respectivos polimorfismos, estdo

descritos na tabela 15.



Tabela 15. Analise comparativa entre a frequéncia do alelo menor em mulheres com e sem
a sindrome de ovarios policisticos (casos + controles) e a frequéncia mundial®

Alelos Casose Casose Alel Prevaléncia
Polimorfismo?® Cotroles  Cotroles " elo MAF® p°
WT/VAR® n % enor %

rs34247911 G 435 99,8 A 0,46 0,498
(Met15lle) A 1 0,2

rs1800447 T 409 93,0 C 6,95 0,943
(Trp28Arg) C 31 7,0

rs34349826 T 406 93,1 C 6,86 0,987
(He35Thr) C 30 6,9

rs6521 C 182 42,1 C 49,4 0,006
(Val38=) G 250 57,9

rs1056914 A 179 41,4 A 49,4 0,002
(Pro44=) C 253 58,6

rs1056917 T 142 32,7 T 42,5 0,000
(95Gly=) C 292 67,3

@ Nomenclatura dos polimorfismos do gene LHB humano conforme base de dados PubMed, com
Eosigéo de troca dos aminoacidos na proteina (69).

_ Alelos selvagens (WT) e variantes (VAR), respectivamente, para cada polimorfismo.

°Freqliéncia mundial do alelo menor (MAF) descrita no banco de dados PubMed (70).

**Valor exato de p para o nivel de significAncia estatistica quanto as diferencas da prevaléncia do
alelo menor entre as amostras de casos e controles em relag&o a prevaléncia mundial.

A prevaléncia do alelo menor diferiu significativamente em relagdo a
frequéncia descrita no PubMed, para trés polimorfismos sinénimos (rs6521/Val38=,
rs1056914/Prod44= e rs1056917/95Gly=) dentre os seis polimorfismos estudados,
cuja informagdo sobre a MAF constava nesse banco de dados

(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP)(70).

As prevaléncias do alelo menor (MAF) para os polimorfismos rs5030775
(Thr18Ala), rs35296413 (Pro27=), rs35270001 (His30Arg) e rs5030774(Gly122Ser)
ndo estavam descritas nos bancos de dados do PubMed ou 1000Genomes
consultados até novembro de 2011 (70, 71).



6. DISCUSSAO

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) continua sendo considerada um
disturbio complexo e heterogéneo de etiologia desconhecida, mesmo apds décadas
de estudo desde sua descri¢gdo original (7). O agrupamento familiar dos casos, uma
maior concordancia em gémeos monozigoticos em comparagdo de gémeos
heterozigoticos e a herdabilidade de caracteristicas enddcrinas e metabdlicas da
SOP fornecem uma base sélida para a investigagao sobre o envolvimento de fatores
genéticos na sua etiologia (72-74). No entanto, até o momento, a base genética da
sindrome permanece controversa (18). Um problema potencial na determinagao do
seu modo de heranga € a heterogeneidade fenotipica e a auséncia de critérios
diagnosticos universalmente aceitos, fazendo com que os resultados dos estudos
realizados nesse sentido sejam, muitas vezes, ambiguos ou ndo reproduziveis.

Varios genes envolvidos na reprodugdo, na obesidade e regulagdo de
energia, genes que afetam a secrecédo ou agéo da insulina e aqueles que codificam
as enzimas esteroidogénicas na via de biossintese de andrégenos tém sido testados
como genes candidatos (75).

Anormalidades neuroenddcrinas foram associadas a ocorréncia de SOP e
sdo representadas principalmente pelo aumento na amplitude dos pulsos de LH,
resultado de um aumento da sensibilidade da hipdfise a estimulagdo pelo GnRH.
Esses fatores aliados a relevante acdo dessa gonadotrofina no estimulo a
esteroidogénese ovariana justificam o estudo dos polimorfismos de sua subunidade
beta especifica no contexto da SOP (13).

Desde a primeira descrigdo, em 1992, de uma forma variante do LHB em uma
populagdo de mulheres finlandesas, achado prontamente replicado em diversas
partes do mundo, a atengdo tem-se voltado principalmente para as seguintes
questdes: quais alteragdes clinicas estariam relacionadas a presenga das variantes,
qual o mecanismo através do qual polimorfismos genéticos aumentam o risco para
essas alteragcdes e como utilizar essa informag&o para gerar melhores instrumentos
de predig¢ao do risco (53).

Estudos in vitro demonstraram que a variante Trp8Arg/lle15Thr, também
representada por Trp28Arg/lle35Thr (rs1800447e rs3434986), € mais ativa que a

forma selvagem do LH (WT-LH), com efeito maximo cerca de 20% maior. Em



contraste, essa mesma variante apresentou uma menor meia-vida na circulagao
quando comparada ao WT-LH (26 vs 48 min). Essas caracteristicas conferem a
variante Trp8Arg/lle15Thr uma maior afinidade ou bioatividade junto ao receptor,
porém, com duracido de agdo mais curta (59).

Ainda nao esta claro se algum fendtipo especifico esta relacionado a
presenca de variantes do LH. E possivel que polimorfismos para o alelo variante, em
hetero ou homozigose, possam originar diferentes fenotipos. Presumido que a V-LH
Trp8Arg/lle15Thr represente uma forma potente, mas de curta duracédo de LH, e WT-
LH uma forma menos potente, mas de longa duragdo, uma combinagdo de ambas
as formas, como ocorre em heterozigotos, poderia levar a um perfil de acéo
modificado do LH, em relagdo a qualquer das formas em homozigose. Essas
diferengas qualitativas entre as agdes de WT-LH e V-LH fornecem evidéncias dos
possiveis efeitos fenotipicos das variantes do LH. Se a diferengca entre as duas
formas de horménio fosse apenas quantitativa, poderia ser totalmente compensada
por altercbes na regulacédo do feedback da secrecado de LH (49). Varios disturbios da
funcao hipofise-gonadal tém sido descritas relacionadas as variantes do LH (55-58,
76).

Com base nestas informagdes sugestivas de uma possivel repercusséo
funcional de variantes da subunidade beta especifica do LH na fisiopatogenia de
disfuncdes reprodutivas, esse estudo buscou identificar inicialmente a prevaléncia
de variantes na subunidade beta do LH em um grupo de mulheres brasileiras
portadoras de SOP e em um grupo de mulheres controle. Numa segunda etapa,
partindo da hipotese de altera¢des na bioatividade de variantes do LH em relag&o ao
WT-LH e considerando a ampla heterogeneidade clinica da SOP, buscou-se verificar
se a presenca dessas variantes poderia influenciar a intensidade e o padrdo de
manifestacdes clinicas da SOP, por meio da analise das associacbes dessas
variantes com parametros clinicos e laboratoriais da sindrome, especificamente
aqueles relacionados a resisténcia insulinica e ao hiperandrogenismo.

A presente casuistica consistiu de 130 pacientes com SOP, sendo 85
acompanhadas nos ambulatérios de ginecologia e endocrinologia do HC/FMUSP e
45 acompanhadas no ambulatério de endocrinologia do HUB/UnB, além de 96
controles do sexo feminino.

Uma vez que no presente estudo um dos principais objetivos foi associar os

polimorfismos do gene LHB com os parametros clinicos e laboratoriais da SOP, a



caracterizagao clinica detalhada e minuciosa dos individuos foi fundamental. Assim,
pelo fato de que a amostra foi constituida por individuos provenientes de dois
servigos diferentes e para assegurar a fidedignidade das analises descritivas e
comparativas possiveis, inicialmente a avaliagdo foi realizada em separado, de
acordo com a procedéncia dos casos (grupos SOP-1 e SOP-2). Todos os casos,
entretanto, tiveram o diagnostico baseado nos mesmos critérios, definidos no

consenso de Rotterdam, em 2003, revisto em 2004 (5).

6.1 ASPECTOS CLINICOS DA AMOSTRA DE MULHERES COM SOP

A média de idade néo diferiu entre os dois grupos, variando de 14 a 42 anos.
Os grupos também foram estatisticamente semelhantes no que diz respeito ao IMC,
cujo intervalo variou de 16,2 a 44,9 kg/m?, com média de 28,7 kg/m?. Observou-se
que a prevaléncia de sobrepeso ou obesidade, definida por IMC igual ou superior a
25 kg/m?, foi de 66,7% entre as mulheres com SOP, corroborando dados da
literatura, que reportam uma prevaléncia de obesidade na SOP de 16% a 80%, de
acordo com a populagdo estudada (77). Esta prevaléncia € maior do que a
observada na populagéo geral do sexo feminino em nosso meio. Segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) sobre o periodo de 2008-2009,
a prevaléncia de sobrepeso e obesidade em mulheres da populagdo geral com
idades superiores a 20 anos foi de 16,9% no nosso pais (78).

As manifestagdes clinicas de hiperandrogenismo na mulher incluem, mais
comumente, hirsutismo, acne e alopécia androgénica (79). Uma das limitagdes do
presente estudo foi que a presenga de hiperandrogenismo foi definida apenas por
meio do escore semi-quantitativo de Ferriman e Gallwey (escore > 8), enquanto nao
foram analisadas a ocorréncia de acne, alopécia ou outras manifestacoes
hiperandrogénicas. Optou-se por restringir a analise ao EFG, uma vez que este era
O Uunico parametro de hiperandrogenismo clinicamente definido que estava
disponivel para ambos os grupos de mulheres com SOP.

As médias do escore de Ferriman e Gallwey (EFG) dos dois grupos foi
semelhante, entretanto, a prevaléncia de hirsutismo foi significativamente diferente,

com 82,5% de mulheres hirsutas no grupo SOP-1 e 52,5% no grupo SOP-2



(p=0,000). O diagnostico de hirsutismo utilizando esse critério é passivel de criticas,
por tratar-se de um indice subjetivo, examinador dependente, sujeito ao tempo de
depilacdo da paciente, o qual ndo foi uniformizado e definido nos critérios de
inclusdo. Além disso, esse escore nao diferencia a importancia relativa do
acometimento de diferentes areas corporais analisadas e ndo considera a
velocidade de crescimento dos pélos corporais (80). No presente estudo, é
necessario considerar que a avaliacdo do EFG, embora uniformizada dentro de cada
grupo, foi realizada por dois examinadores diferentes, sendo um em S&o Paulo
(grupo SOP-1) e outro em Brasilia (grupo SOP-2), o que poderia justificar em grande
parte as diferengas encontradas entre os respectivos grupos.

Quanto aos parametros laboratoriais, diferengas inerentes a metodologia
empregada para as determinagbes hormonais, bem como a disponibilidade de
exames entre os dois grupos constituiram as principais dificuldades a analise. Como
relatado, ndo foi possivel obter, retrospectivamente, algumas dosagens para
determinados parametros. Dessa forma, a maioria das medidas de concentragbes
hormonais médias apresenta valor meramente descritivo, enquanto variaveis
continuas, ndo tendo sido possivel realizer analises comparativas quantitativas ou
associativas, limitando assim as inferéncias quanto a influéncia de variantes no LH
sobre as manifestacdes laboratoriais da SOP.

Entretanto, a fim de possibilitar a comparagdo entre os dois grupos das
manifestagdes laboratoriais relacionadas a hiperandrogenemia, essas variaveis
foram categorizadas em normais (dentro dos valores de referéncia para o método
utilizado) e acima do limite superior de normalidade (LSN).

A hiperandrogenemia foi definida pela elevagdo da dosagem de testosterona
total (TT) acima do valor de referéncia para o método. Esse dado esteve disponivel
para a quase totalidade dos casos em ambos os grupos, permitindo comparagao
entre os mesmos. A concentracdo sérica média da TT foi acima do LSN para o
meétodo no grupo SOP-1, com valor médio normal para o grupo SOP-2 (tabela 4).

A analise da concentragdo de TT categorizada para os dois grupos em normal
e elevada, conforme respectivos valores de referéncia, demonstrou diferencga
estatisticamente significativa entre os dois grupos, com maior proporgdo de
pacientes com TT elevada no grupo SOP-1 (p=0,020). Conforme discutido, esse
grupo também apresentou maior propor¢do de mulheres hirsutas (82,5% vs 52,5%
no grupo SOP-2). Aléem disso, verificou-se diferengca entre os grupos em relagéo a



intensidade do hirsutismo (leve ou severo; tabela 5). Esses dados, em conjunto,
evidenciaram as diferengas entre as manifestagdes clinicas e laboratoriais do
hiperandrogenismo entre os dois grupos, corroborando a conceito de
heterogeneidade clinica na amostra, comum em estudos de popula¢gdes com SOP.

A analise comparativa dos parametros de hiperandrogenismo segundo o IMC
normal ou aumentado, isto €, agrupando mulheres com sobrepeso e obesas entre os
grupos SOP-1 e SOP-2 foi realizada com o intuito de explorar possivel associagao
entre esses dois parametros. No presente estudo, ndo foram observadas diferengas
entre as médias de TT ou na propor¢ao de mulheres com TT elevada entre as
mulheres com IMC normal ou obesas. Ja a média do escore de Ferriman e Gallwey
foi maior entre as mulheres obesas de ambos os grupos, porém no grupo SOP-1
esse valor foi significativamente superior para as mulheres com obesidade (tabela
6). Vale destacar ainda que no grupo SOP-1, mesmo as mulheres com peso normal
tiveram a média de concentragdo plasmatica de TT acima do LSN, confirmando a
tendéncia para um maior grau de hiperandrogenismo nesse grupo.

A concentracao sérica do LH estava disponivel apenas para o grupo SOP-2,
em 44 casos, com valor médio dentro dos limites esperados para fase follicular
(tabela 6). E descrito que cerca de 40% das mulheres com SOP tém hipersecrecéo
de LH (49). Na amostra em questdo a prevaléncia de elevagdo da dosagem de LH
foi de apenas 18,1% (8 em 44 casos), porém, o numero reduzido de casos
analisados prejudicou a interpretacdo desse resultado.

A dosagem de SHBG esteve disponivel em 75 pacientes do grupo SOP-1 e
sua concentragcdo média situou-se dentro do valor de referéncia (tabela 4). Por outro
lado, verificou-se que as concentragcbes de SHBG foram significativamente
superiores no subgrupo de mulheres com IMC normal em relagdo aquelas com
obesidade (tabela 6). Esse mesmo subgrupo de mulheres com IMC elevado no
grupo SOP-1 apresentou uma prevaléncia significativamente superior de resisténcia
a insulina (tabela 8). Tal resultado esta de acordo com o achado de concentragbes
menores de SHBG nas mulheres obesas com SOP, uma vez que 0 excesso
circulante de insulina parece contribuir para a diminuigdo da producao hepatica de
SHBG, resultando em concentragbes mais elevadas de testosterona livre ou
biodisponivel (15). Estudos demonstram ainda que mulheres com SOP e
hiperinsulinemia e/ou resisténcia insulinica apresentam melhora tanto da

hiperandrogenemia quanto da fungdo ovulatéria quando tratadas com



sensibilizadores de insulina (16, 17).

A prevaléncia de disturbios do metabolismo da glicose (intolerancia a glicose
e DM tipo 2) na SOP é maior do que a observada na populagao geral para a mesma
faixa etar ia(81). No presente estudo, as meédias das glicemias de jejum n&o
diferiram entre os grupos, com valor médio de 89,4 mg/dL nos casos, variando de 68
a 125 mg/dL (tabela 4).

No que diz respeito a prevaléncia de glicemia de jejum alterada (GJA), os dois
grupos também n&o diferiram estatisticamente, provavelmente em virtude do
tamanho das amostras, uma vez que a prevaléncia de GJA foi de 9,6% no grupo
SOP-1 e 20,5% no grupo SOP-2 (p=0,079), ndo havendo nenhum paciente com
glicemia de jejum > 126, que poderia sugerir o diagndstico de DM tipo 2 (tabela 5).
Estes dados estdo baseados nos valores de glicemia obtidos em jejum, definidos de
acordo com os critérios atuais da American Diabetes Association (ADA)(82).

A prevaléncia de DM tipo 2 na presente amostra provavelmente foi
subestimada pela auséncia do teste de tolerancia oral a glicose (TTOG). Os niveis
de glicose de jejum s&o, sabidamente, preditores pobres para o DM tipo 2 em
pacientes com SOP. Um estudo realizado por Legro et al. que descreveu a
prevaléncia para as alteragdes no metabolismo da glicose em mulheres com SOP
nos Estados Unidos encontrou valores de 31,1% para intolerancia a glicose e 7,5%
para DM tipo 2. No entanto, esse trabalho reportou que poucas mulheres com
intolerancia a glicose tinham valores de glicemia de jejum alterados. Usando os
critérios da ADA, apenas 3,2% das mulheres com SOP teriam sido classificadas
como tendo diabetes apenas pela glicemia de jejum, enquanto que 7,5% tiveram
esse diagndstico apods realizacao do teste oral, mostrando uma diferenca de 4,3% na
sua prevaléncia (81).

Em 1980, Burghen et al., sugeriram pela primeira vez a presenca de Rl em
pacientes com SOP, através de um estudo controlado, no qual as portadoras da
sindrome apresentaram maior resposta de insulina apos sobrecarga de glicose
quando comparadas ao grupo controle (83).

A prevaléncia de Rl na SOP tem sido descrita em até 50% das pacientes,
independente da presenca de obesidade, havendo evidéncias que ela se faz tanto
no nivel periférico quanto no hepatico (84). O método considerado padr&o ouro para
sua avaliagcdo € o clamp euglicémico hiperinsulinémico. Como este estudo foi

realizado de maneira retrospectiva, o dado disponivel para avaliacdo da RI foi o



calculo do HOMA-IR.

Quando avaliados quanto a prevaléncia de resisténcia insulinica (RI), definida
por um HOMA-IR > 27, os dois grupos de mulheres com SOP foram
estatisticamente semelhantes e mostraram prevaléncias de RI similares a descrita
na literatura, a saber: 52,9% para o grupo SOP-1 e 52,3% para o grupo SOP-2.
Quando as pacientes foram subdivididas conforme IMC em subgrupos com peso
normal (IMC<25 kg/m?) e alterado (IMC>25 kg/m?), a prevaléncia de resisténcia
insulinica foi significativamente maior nas pacientes obesas do grupo SOP-1
(p=0,011). Esse achado reitera o fato de o parametro de RI utilizado no estudo
(HOMA-IR) foi influenciado pela presencga de obesidade, nesse grupo de individuos.
Entretanto, 0 mesmo nédo se reproduziu nas pacientes do grupo SOP-2 (p=0,752),
apesar da distribuicdo semelhante dos grupos quanto ao IMC. A despeito da RI na
SOP ocorrer independentemente do IMC, ha evidéncias de que a obesidade

amplifica a Rl na sindrome (85).

6.2 ESTUDO MOLECULAR

Desde sua primeira descricao por Petterson et al. em 1992, a freqUéncia
mundial da variante Trp8Arg/lle15Thr do LHB (V-LH) tem sido extensivamente
estudada em diferentes grupos étnicos (20, 54, 56, 86). Neste trabalho, a analise da
regido codificante do LHB, que corresponde a sequéncia dos exons 2 e 3, permitiu a
identificacdo de onze polimorfismos, sendo um deles ainda ndo descrito em bancos
de dados (PubMed e/ou 1000genomes) (70, 71).

Os alelos selvagem (WT-LH) e V-LH apresentaram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg para todas as variantes analisadas, assim como demonstrado por todos
0s grupos ja estudados quanto ao LHB, com um numero representativo de casos
(49, 69).

Dentre os onze polimorfismos, apenas oito estavam presentes nessa amostra.
Os polimorfismos rs35296413 (Pro27=), rs35270001 (His30Arg) e rs5030774
(Gly122Ser) ndo foram encontrados na populacdo estudada. Os resultados da
comparagao das distribuicbes das frequéncias genotipica e alélica entre casos e

controles, bem como a analise da associacdo da presenca das variantes com a



ocorréncia de SOP (tabelas 10, 11 e 12) mostram que ndo houve associagao entre a
presenga dos polimorfismos e a ocorréncia de SOP. Isso corrobora a hipotese
atualmente aceita na literatura, da auséncia de um papel causal do LHB na etiologia
da SOP (20, 21). A analise das frequéncias nos casos e nos controles apresentadas
nesse estudo corroboram esse conceito e tem importancia por acrescentar
informagdes de uma casuistica brasileira de mulheres com e sem SOP, até o
momento ainda ndo descrita na literatura.

A despeito disso, destacamos que a presencga do novo polimorfismo descrito
(233C>A/Thr78Asn) revelou um OR=3,96 para a associagdo entre presenca do
polimorfismo e a presengca da SOP, com amplo intervalo de confianga (95% IC=
0,43-189,12) (tabela 14). Esse polimorfismo esteve presente em um dos 95
controles e em 5 dos 130 casos, somente em heterozigose. Provavelmente a analise
de sua prevaléncia em uma amostra maior diminuiria o intervalo de confianga,
conferindo maior poder de julgamento para o seu papel na suscetibilidade a SOP.

As analises da associagbes entre a presencga das variantes nos grupos de
mulheres com SOP e os parametros clinicos e laboratoriais relacionados a Rl e ao
hiperandrogenismo na SOP foram realizadas para seis dos oito polimorfismos
identificados no estudo.

Os polimorfismos rs34247911 (Met15lle) e rs5030775 (Thr18Ala) tiveram
apenas uma representante cada, distintas, ambas em heterozigose, portanto,
impossibilitando a analise de associagdes com as manifestagdes clinicas da SOP,
dada a sua raridade.

Para avaliagdo da influéncia das variantes alélicas sobre as manifestagbes
clinicas relacionadas a Rl e ao hiperandrogenismo na SOP, os polimorfismos
rs1800447 (Trp8Arg) e rs34349826 (lle15Thr) foram analisados em conjunto, uma
vez que se apresentam em desequilibrio de ligacdo. Sdo os polimorfismos mais
estudados do LHB, inclusive in vitro, considerados potencialmente patogénicos,
conforme descricdo na base de dados PubMed (20,60,65). Estes polimorfismos
também sao descritos na literatura como Trp28Arg/lle35Thr, ou seja, em uma
posicdo na proteina com 20 aminoacidos a mais, tal qual descrito no presente
estudo. Essa diferenca equivale ao peptideo sinal, que € transcrito, traduzido e
posteriormente clivado, ndo fazendo parte da proteina LHB madura (49). Neste
trabalho utilizou-se a contagem de nucleotideos e aminoacidos conforme a

sequéncia referéncia mais atual, correspondente a sequéncia codificante do gene:



CCDS 12748.1 (67). Essa sequéncia inclui o peptideo sinal, assim como a
sequéncia correspondente da proteina LHB, equivalente a proteina precursora.

Para a analise da associagdo dos polimorfismos rs1800447 (Trp28Arg) e
rs34349826 (lle35Thr) com as manifestagdes clinicas da SOP, foram incluidas 125
mulheres com SOP, com dados de sequenciamento validos. A presenca de
hiperandrogenemia, definida por niveis de testosterona total acima do LSN foi
significativamente maior no grupo portador destas variantes (p=0,015) (tabela 13).

A maior prevaléncia de hiperandrogenemia nos portadores desses
polimorfismos pode ser justificada pelos estudos in vivo e in vitro que demonstraram
uma maior bioatividade desse LH variante em relacdo ao selvagem (WT), a
despeito de uma meia vida menor (61). Estes dois polimorfismos, juntamente com o
rs5030774 (Gly122Ser), para o qual ndo tivemos nenhuma variante detectada tanto
em casos como em controles, estdo descritos na base de dados do PubMed como

potencialmente patogénicos (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) (70).

Para a analise da associagcdo do polimorfismo 233C>A/Thr78Asn com as
manifestagdes clinicas da SOP, foram incluidas 125 mulheres com SOP, com dados
de sequenciamento validos. E possivel especular sobre um efeito protetor do mesmo
para o hirsutismo severo, uma vez que todas as 5 pacientes portadoras da variante
em heterozigoze apresentaram hirsutismo leve, e, embora essa associacdo nao
tenha revelado resultado estatisticamente significativo em nivel de p<0,05, o valor de
p foi de 0,063, sugerindo uma possivel associagao no estudo de uma amostra maior.
O estudo de homozigotos para essa variante também poderia contribuir para
esclarecer esse dado. Supondo que haja um efeito protetor na presenga do
polimorfismo, € possivel elocubrar que esteja relacionado a troca de uma treonina
por uma asparagina nessa variante, tornando-a mais semelhante ao hCG em
comparagdo com o LH selvagem (figura 6). Além de estudos com maiores
casuisticas, a realizagao de estudos in vitro também poderiam contribui para elucidar
um possivel efeito biolégico da presenga dessa nova variante sobre a produgéo
androgénica e, consequentemente, o hirsutismo. Para os demais parédmetros nao
foram observadas associag¢des dignas de nota (tabela 14).

Os polimorfismos sindnimos tedem a ser assumidos como neutros, uma vez a
troca do alelo gera um coédon que codifica 0 mesmo aminoacido naquela posigao da
proteina. Entretando, a analise desses polimorfismos € relevante, uma vez que eles

nem sempre podem ser considerados neutros, pois determinados cdédons sao



traduzidos de forma mais eficiente (mais rapido e/ou com mais precisdo) do que
outros. Outra razdo pela qual as mudancas em sindnimo nem sempre Sao
silenciosas é o fato de que as sequéncias codantes localizadas proximas ao intron
funcionam como sinais de splicing para o RNA. Quando o sinal de splicing €&
destruido por uma mutagcdo em sindbnimo, o exon ndo aparece na proteina final,
resultando em uma proteina truncada (87).

Os outros 3 polimorfismos avaliados quanto a influéncia sobre parametros da
SOP sao sinénimos (rs6521/Val38=, rs1056914/Pro44=, rs1056917/95Gly=) e nao
influenciaram os parametros clinicos de forma significativa, apesar de sua elevada
prevaléncia (tabelas A01-03, Anexo A). A frequéncia do alelo menor (MAF) para
esses polimorfismos no presente estudo diferiu significativamente das prevaléncias
globais na populagdo mundial descritas no PubMed. Apesar disso, n&o foi observada
repercussao clinica relacionada a essas formas variantes. Nessa analise, chamou a
atengao a associagao da variante rs6521 (Val38=) com uma suposta protecéo contra
hirsutismo, embora sem resultado significativamente estatistico (p=0,094).

A fim de comparar a prevaléncia dos polimorfismos na amostra com dados
referentes a populacdo mundial, foi calculada a frequéncia do alelo menor para as
seis variantes que tinham esse dado disponivel no PubMed. A frequéncia mundial do
alelo menor (MAF) refere-se a frequéncia na qual o alelo menos comum ocorre em
uma determinada populagdo para cada polimorfismo e este conceito tem sido
amplamente empregado em estudos de associagdo ampla para caracteristicas
complexas no genoma. As frequéncias de alelo menor < 5% tendem a ser excluidas,
pois exigem grande poder estatistico para produzir declaragdes significativas (88).

Como as frequéncias genotipicas e alélicas avaliadas n&o diferiram entre os
grupos (SOP e controles) e levando em consideragdo que os dados para MAF
disponiveis no PubMed sao populacionais, a frequéncia do menor alelo foi avaliada
nesta populagdo somando casos e controles (tabela 15).

O polimorfismo rs34247911 (Met15lle) apresentou MAF semelhante a
relatada na populacdo mundial, porém esse dado € limitado pela baixa prevaléncia
descrita para este alelo (0,46%). Todos os outros polimorfismos avaliados
apresentam uma MAF > 5% para a populagéo.

As variantes que segregam em conjunto: rs1800447 (Trp8Arg) e rs34349826
(le15Thr) apresentaram frequéncias extremamente semelhantes entre si, as quais

também foram semelhantes a MAF relatada para a populagéo (tabela 15).



As trés variantes sinGnimas apresentaram diferencas estatisticamente
significativas em relagdo a MAF da populagdo mundial, o que pode ser atribuido ao
pequeno tamanho amostral, ou ainda a grande heterogeneidade genética da nossa
populacado, secundaria a miscigenagdo. Um estudo da prevaléncia dessas variantes

em outra amostra de mulheres brasileiras poderia esclarecer esse dado.



7. CONCLUSOES

- A distribuicdo dos parametros clinicos e laboratoriais relacionadas a
resisténcia insulinica e ao hiperandrogenismo nas mulheres portadoras da SOP

estudadas foi semelhante aquela reportada na literatura.

- As frequéncias alélicas e genotipicas para onze polimorfismos na regido
codificante do gene LHB (subunidade beta do LH) em uma amostra de mulheres
brasileiras com e sem a Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) foram descritas.
Os polimorfismos analisados no gene LHB n&o foram relacionados a
susceptibilidade para a SOP na presente amostra de mulheres brasileiras,

corroborando os achados disponiveis na literatura.

- Descreve-se uma nova variante alélica na posicdao 233, no éxon 3,
(233C>A), de ocorréncia rara (frequéncia alélica 2,04%), presente em heterozigose
em cinco mulheres com SOP da amostra estudada. Observou-se tendéncia a um
risco aumentado de doenca associado a presenca do novo polimorfismo 233C>A
(Thr78Asn), embora sem significancia estatistica (OR = 3,96 - IC95% = 0,43-
189,12). A analise de sua prevaléncia em maior numero de casos poderia conferir
maior poder de julgamento para o seu eventual papel na suscetibilidade a SOP.
Essa variante parece conferir possivel efeito protetor quanto ao hirsutismo grave nas

mulheres com SOP.

- A prevaléncia de hiperandrogenemia, definida por concentragdes elevadas
de testosterona local, foi significativamente maior nas mulheres com SOP portadoras
dos polimorfismos rs1800447 e rs34349826 (Trp8Arg/lle15Thr), em relagao aquelas
com genotipo selvagem para esses polimorfismos. Os demais polimorfismos
estudados nédo influenciaram os parametros clinicos e laboratoriais relacionados a

resisténcia insulinica e o hiperandrogenimo na SOP.

- A frequéncia do alelo menor (MAF), utilizada para comparagdo da
prevaléncia de polimorfismos entre populacdes, foi semelhante a descrita na base
de dados PubMed para os trés polimorfismos nao-sinénimos identificados na regiao
codificante do LHB (rs34247911/Met15lle, rs1800447/Trp28Arg e



rs34349826/1le35Thr), porém diferiu significativamente para os polimorfismos
sinbnimos (rs6521/Val38=, rs1056914/Pro44= e rs1056917/95Gly=), o que pode
estar relacionado a heterogeneidade genética da populagéo brasileira.
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ANEXO A

Tabela A01. Distribuicdo da frequéncia genotipica da variante rs6521 no gene LHB segundo
a presenca de diferentes manifestagées clinicas da SOP

rs6521
Parametros avaliados? WT (n=109) VAR (n=17) p°
% %
Hirsutismo Leve (EFG >8 e <15) 54,6 37,2 0,094
Severo (EFG >15) 36,4 31,9
Hiperandrogenemia 26,1 40,6 0,237
Obesidade (IMC>25) 62,5 67,4 0,639
Resisténcia insulinica 45,8 53,1 0,650

®As proporgdes de individuos para os quais o parametro estava ausente ou dentro da normalidade
foram omitidas a fim de simplificar a tabela; a adicdo dessas categorias para cada parametro totaliza
100%. Categorias omitidas: hirsutismo ausente: escore de Ferriman e Gallwey (EFG) < 8§;
testosterona total dentro do valor de referéncia para o método; individuos com peso normal (IMC<25);
auséncia de resisténcia insulinica de acordo com HOMA-IR.

®Valor exato de p, calculado pelo teste de Fisher.

WT (wild type): gendtipo homozigoto selvagem; VAR: gendtipos variantes heterozigotos e
homozigotos.

Tabela A02. Distribuicado da frequéncia genotipica da variante rs1056914 no gene LHB
segundo a presenca de diferentes manifestagdes clinicas da SOP

rs1056914
Parametros avaliados® WT (n=120) VAR (n=5) p°
% %
Hirsutismo Leve (EFG >8 e <15) 44 .4 39,8 0,268
Severo (EFG >15) 44 4 31,6
Hiperandrogenemia 40,0 37,4 0,807
Obesidade (IMC>25) 75,0 65,7 0,603
Resisténcia insulinica 45,0 53,9 0,476

@ As proporcdes de individuos para os quais o parametro estava ausente ou dentro da normalidade
foram omitidas a fim de simplificar a tabela; a adicdo dessas categorias para cada parametro totaliza
100%. Categorias omitidas: hirsutismo ausente: escore de Ferriman e Gallwey (EFG) < 8§;
testosterona total dentro do valor de referéncia para o método; individuos com peso normal (IMC<25);
auséncia de resisténcia insulinica de acordo com HOMA-IR.

®Valor exato de p, calculado pelo teste de Fisher.

WT (wild type): gendtipo homozigoto selvagem; VAR: gendtipos variantes heterozigotos e
homozigotos.



Tabela A03. Distribuicado da frequéncia genotipica da variante rs1056917 no gene LHB
segundo a presenca de diferentes manifestagdes clinicas da SOP

rs1056917
Parametros avaliados® WT (n=109) VAR (n=17) p°
% %
Hirsutismo Leve (EFG >8 e <15) 50 39,8 0,225
Severo (EFG >15) 429 31,6
Hiperandrogenemia 40,0 37,4 0,807
Obesidade (IMC>25) 25,0 42,6 0,273
Resisténcia insulinica 43,8 52,9 0,595

@ As proporcdes de individuos para os quais o parametro estava ausente ou dentro da normalidade
foram omitidas a fim de simplificar a tabela; a adicdo dessas categorias para cada parametro totaliza
100%. Categorias omitidas: hirsutismo ausente: escore de Ferriman e Gallwey (EFG) < 8§;
testosterona total dentro do valor de referéncia para o método; individuos com peso normal (IMC<25);
auséncia de resisténcia insulinica de acordo com HOMA-IR.

®Valor exato de p, calculado pelo teste de Fisher.

WT (wild type): gendtipo homozigoto selvagem; VAR: gendtipos variantes heterozigotos e
homozigotos.



ANEXO B

Universidade de Brasilia
Faculdagic de Ciéncias da Satde
Comité de Etica em Pesquisa —CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto: 091/2007

Titulo do Projeto: “Anilise da fregiiéncia e da repercussao da variante alélica da
subunidade beta do horménio luteinizante em individuos com Sindrome de Ovirios
Policisticos™.

Pesquisadora Responsivel: Michele Delarmelina Reis Borba

Data de Entrada: 22/08/2007.

Com base nas Resolucdes 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética da pesquisa
em seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de
Ciéncias da Saide da Universidade de Brasilia, ap6s analise dos aspectos éticos e do
contexto teécnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 091/2007 com o titulo: “Andlise
da freqiiéncia e da repercussio da variante alélica da subunidade beta do horménio
luteinizante em individuos com Sindrome de Ovirios Policisticos”. Analisado na 8
Reuniao, realizada no dia 11 de setembro de 2007.

O pesquisador responsavel fica, desde ji, notificado da obrigatoriedade da
apresentagao de um relatério semestral e relatério final sucinto e objetivo sobre o
desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item VII.13
da Resolugao 196/96).

Brasilia, 10 de dezembro de 2007.

¢/ L

Prof. Volnei Garrafa
Coordenador do CEP-FS/UnB

Campus Universitario Darcy Ribeiro
Faculdade de Ciéncias da Saide
Cep: 70.910-900



ANEXO C

Universidade de Brasilia

Faculdag]e de Ciéncias da Saide
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESOUISA

Registro do Projeto no CEP: 124/09

Titulo do Projeto: “Analise da frequencia da variante C1430A do gene LBH e sua
associagdo com parametros clinicos em mulheres com e sem a sindrome dos ovarios

policisticos”.

Pesquisador Responsavel: Francisco de Assis Rocha Neves

Data de Entrada: 23/10/2009

Com base na Resolugio 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Etica er;l Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Satde da Universidade de Brasilia, apds anélise dos aspectos
éticos e do contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 124/09 com o
titulo: “Andlise da frequencia da variante C1430A do gene LBH e sua associacao com
parimetros clinicos em mulheres com e sem a sindrome dos ovarios policisticos™,
analisado na 10 Reunifo Ordindria, realizada no dia 10 de novembro de 2009.

O pesquisador responsavel fica, desde ja, notificado da obrigatoriedade da
apresentacdo de um relatrio semestral e relat6rio final sucinto e objetivo sobre o
desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item

VII.13 da Resolugdo 196/96).

Brasilia, 17 de dezembro de 2009. /- Z__

Prof. Volnei Garrafa
Coordenador do CEP-FS/UnB

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - Faculdade de Ciéncias da Saude
Universidade de Brasilia - Campus Universitario Darcy Ribeiro - CEP: 70.910-900
Telefone: (61)-33073799  Email: cepfs@unb.br



