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RESUMO

Introducio: A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) ¢ uma endocrinopatia caracterizada
por anovulacdo cronica, ndo continua, e excesso de androgenos, que se manifestam por
oligomenorréia ou amenorréia, hirsutismo, acne e alopécia androgénica. A fisiopatogenia e as
manifestagdes clinicas da doenga também se relacionam a sindrome metabdlica (SM).
Existem véarias teorias com o objetivo de elucidar o mecanismo etiopatogénico da SOP.
Evidéncias mais recentes a respeito da fisiopatogenia da SOP tém revelado influéncia de
variantes genéticas do LH. Um estudo da freqiiéncia de polimorfismos do gene LHB
(subunidade beta do LH) poderia contribuir para a elucidagdo da fisiopatogenia da doenga,

bem como a influéncia sobre a apresentagao clinica da mesma e da SM.

Objetivos: Verificar a freqiiéncia de polimorfismos no gene LHB em mulheres acometidas
pela SOP. Em seguida, analisar a associagdo entre os polimorfismos identificados com os

parametros clinicos da SOP e sindrome metaboélica (SM).

Métodos: Em estudo tipo transversal, foram avaliadas 50 mulheres com diagnostico de SOP
pelos critérios de Rotterdam. Exames fisico e laboratorial definiram a apresentagdo clinica da
SOP e da SM. A andlise dos polimorfismos do gene LHB foi realizada por meio de
seqiienciamento genético. Em seguida, analisadas as relagdes dos polimorfismos, perfis de

gendtipos e haplotipos identificados com caracteres da SOP e SM.

Resultados: Os diferentes valores encontrados para a média do indice de Ferriman-Gallwey
foram significativos na presenca dos alelos variantes dos polimorfismos rs1800447 /
rs34349826 (p = 0,001), rs1056914 (p = 0,01), rs2387588 / rs427687 (p = 0,04) e rs1056917
(p = 0,02) e para os haplétipos TTCATACT e CCGAC-CC (OR: 4,2 e 19,1, respectivamente).
Em relacdo aos critérios clinicos de SOP, houve maior graduagdo de hirsutismo na presenga
do alelo variante C para o polimorfismo rs1800447 / rs34349826 (p = 0,04) e para o haplétipo
TTCATACT (OR: 0,4). O hiperandrogenismo, avaliado pela concentracdo sérica de
testosterona, apresentou OR de 45,5, 2,1 e 19,1 para os haplétipos CCGAC-CC, TTGATACT
e TTGCTACC, respectivamente. Entretanto, para os haplotipos TTCCC-CC, TTCATACC e
TTCATAAT encontrado resultado oposto (OR: -6,6; -22,5; -22,6, nessa ordem). Identificada

uma mutacdo na base 1430 do éxon 3, com a troca de uma citosina por uma adenina nao
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descrita na literatura, que ndo se mostrou influente sobre as variaveis de SOP Nao foram

significativos os resultados encontrados para os parametros de SM.

Conclusdes: A freqiiéncia encontrada dos polimorfismos do gene LHB analisados em 50
mulheres brasileiras portadoras da sindrome dos ovérios policisticos foi semelhante a descrita
na literatura. O polimorfismo rs1800447 / rs34349826 apresentou associacdo com uma maior
graduacao do hirsutismo segundo o indice de Ferriman-Gallwey. Resultado semelhante para o
haplotipo TTCATACT. A respeito do hiperandrogenismo laboratorial, a concentragdo sérica
da testosterona foi maior para os haplotipos CCGAC-CC, TTGATACT e TTGCTACC.
Entretanto, os haplétipos TTCCC-CC, TTCATACC e TTCATAAT, foram indicativos de
protecao para o hiperandrogenismo. Nao foram estatisticamente significativos os achados para

os critérios clinicos da SM.

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

hirsutismo; sindrome metabolica.
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ABSTRACT

Introduction: The polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrinopaty characterized by
chronic, discontinuous anovulation and excess of androgens, which leads to oligo or
amenorrhea, hirsutism, acne and androgenic alopecia. There are many theories to explain the
phisiopatogenics of the PCOS, and it is also related to the metabolic syndrome. Recent
findings have pointed to the influence of molecular variants of the LH at the origins of PCOS.
Objective: To access the rate of polymorphisms in the LHB (beta-subunit luteinizing
hormone) gen in women with PCOS and to analyze the association between such
polymorphisms and clinical features of PCOS and metabolic syndrome (MS).

Methods: Transversal study. Fifty women previously diagnosed with PCOS by Rotterdam
criteria were evaluated. Physical and laboratory exams defined the different PCOS and MS
clinical presentations. Genetic sequencing of the LHB gen was performed in order to access
the occurrence of polymorphisms. The possible relations between single polymorphisms,
genetic profile and haplotypes to the PCOS and MS clinical presentation were then analyzed.
Results: The Ferriman Gallwey index revealed statistically different means between
polymorphisms rs1800447 / rs34349826 (p = 0,001), rs1056914 (p = 0,01), rs2387588 /
15427687 (p = 0,04) and rs1056917 (p = 0,02) and the haplotypes TTCATACT ¢ CCGAC-CC
(odds ratio: 4,2 e 19,1 respectively). As to the clinical criteria for PCOS, there was a higher
grade of hirsutism when occurring the allelic variant C with the rs1800447 / rs34349826
polymorphisms (p = 0,04) and also with th haplotype TTCATACT (OR: 0,4). Laboratorial
hyperandrogenism, evaluatedby testosterone serum concentration, showed that the haplotypes
CCGAC-CC, TTGATACT and TTGCTACC had a positive odds ratio (45,5, 2,1 and 39,1,
respectively), and the opposite occurred with TTCCC-CC, TTCATACC and TTCATAAT
(odds ratio: -6,6; -22,5; -22,6, in that order). One new mutation, not previously reported, at
base 1430, éxon 3, by exchanging a cytosine for an adenine, was found, but it presented with
no influence at the PCOS and MS variables.

Conclusion: The frequency found for polymorphisms at the LHB gene in 50 Brazilian women
with POS was similar to that described at the literature. The rs1800447 / rs34349826
polymorphism presented was associated with higher hirsutism grade by the Ferriman-Gallwey
index. Similar results were found for the genetic profiles and also the haplotype TTCATACT.

As for laboratorial hyperandrogenism, higher serum testosterone concentration was present
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with the haplotypes CCGAC-CC, TTGATACT and TTGCTACC. However, a protective
effect was found for the haplotypes TTCCC-CC, TTCATACC and TTCATAAT. The
findings regarding the MS criteria revealed not to be significant.

Keywords: luteinizing hormone, beta-subunit; polycystic ovary syndrome; hirsutism;

metabolic syndrome.
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1 INTRODUCAO
1.1 SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

Em 1935, Stein e Leventhal relataram a associagdo de ovarios aumentados e policisticos
com amenorréia, hirsutismo e obesidade. A morfologia descoberta nessas pacientes com tinica
albuginea espessa, hiperplasia de estroma e células da teca, pequenos foliculos sub-capsulares,
associada a clinica, sugeriu presenga de anovulagdo e hiperandrogenismo de origem ovariana.
Em 1937, Broster notou hiperplasia adrenal e ovariana durante cirurgia sugerindo ligacdo entre
a adrenal e o desenvolvimento de sindrome de ovarios policisticos (SOP). A SOP ¢ a
endocrinopatia mais comum na idade fértil, acometendo de 5 a 10% das mulheres (VILAR et
al., 2006). Ao longo desses anos muitos autores tentam esclarecer a fisiopatologia da SOP e o
papel do ovario, adrenal e da resisténcia insulinica como iniciadores do quadro. Estudos

recentes tém demonstrado influéncia do horménio luteinizante (LH) variante na SOP.

A SOP caracteriza-se por anovulagdo crdnica, ndo continua, ¢ excesso de androgenos,
os quais clinicamente se manifestam por oligomenorréia ou amenorréia, hirsutismo, acne e

alopécia androgénica (VILAR et al., 20006).

Compondo a SOP, evidéncias indicam excesso androgénico intraovariano responsavel
pelo impedimento do desenvolvimento dos foliculos ovarianos, que raramente atingem
diametro acima de seis milimetros. A atresia folicular seria causa e conseqliéncia deste excesso
de andrégenos. O foliculo atrésico apresenta baixa atividade de aromatase, reduzindo a
conversao de androgenos em estrégenos. A atresia folicular ¢ caracterizada por apoptose das
células da granulosa com reposi¢ao por células da teca e fibroblastos, resultando em aumento
de estroma ovariano, responsivo ao LH, com conseqiliente hipersecrecio de andrégenos.

Existem variadas teorias com o objetivo de elucidar o mecanismo etiopatogénico da SOP.

-Teoria da deficiéncia enzimatica:

O aumento de concentracdo intraovariana de andrégenos pode ser resultante do
comprometimento da sintese de estradiol por deficiéncia enzimatica. Ha relatos de deficiéncia
de 3Phidroxiesteréide desidrogenase e da 17cetoesterdide redutase comprometendo a
esteroidogénese ovariana (ROSENFIELD et al, 1980). Em alguns casos, deficiéncia da
atividade da aromatase, cuja atividade normaliza-se diante da administragdo de FSH a mulheres

com a sindrome, conforme demonstrado por Erickson ef al., 1979.
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-Teoria da estrona:

Hipotese de que a sintese de androstenediona, em parte pela adrenal, posteriormente
convertida perifericamente a estrona iniciariam a sindrome. Essa estrona acarretaria aumento de
secrecao de LH, que iniciaria ou manteria a excessiva secre¢ao de androstenediona ovariana.
Em 1970, Yen et al.,, administrando acetato de clomifeno — antiestrogeno - a pacientes
portadoras da sindrome, conseguiu induzir desenvolvimento folicular e ovulagao por permitir a
liberacdo do FSH favoravelmente a esta hipdtese. Porém a administragdo de estrona nao induz

aumento de secrecao de LH.

-Teoria da alteracdo da secrecao de androgenos:

Elevagdo da concentragdo de androgenos intraovarianos, que promoveria atresia
folicular, e, via sistémica, alteracdes pilossebaceas da sindrome. Hipotese devido a alteracao da
esteroidogénese, observada ao estimulo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
exogeno sobre o eixo hipotdlamo hipofisario. Mulheres normais apresentaram aumento da
concentracdo de estradiol e gonadotrofinas apenas. Em mulheres com sindrome dos ovarios
policisticos, houve também aumento de estrona e precursores do estradiol, principalmente a

androstenediona (BARNES et al., 1989).

-Teoria da resisténcia insulinica:

A partir de estudos realizados com clamp euglicémico em pacientes portadoras de
sindrome dos ovarios policisticos, foi demonstrada resisténcia insulinica, independente do
indice de massa corporal quando comparado a mulheres normais, sendo a presenca de
obesidade um fator aditivo na reducdo da sensibilidade a insulina (DUNAIF et al., 1989). Para
esclarecimento da patogénese, foi seqiienciado o gene do receptor de insulina, ndo sendo
demonstradas anormalidades. Estudos indicam que em muitas mulheres com a sindrome, o
mecanismo responsavel seria pos receptor de insulina. Recebendo estimulo extrinseco,
principalmente pelo fator de necrose tumoral, haveria a fosforilagdo em serina da subunidade 3
do receptor. Tal ativacdo seria responsavel por inibir o sistema tirosina quinase gerando, por
conseqiiéncia, resisténcia insulinica (SORBARA ef al., 1994).

A hiperinsulinemia provocada pela resisténcia pode aumentar a concentragdo de
androgenos, aumentando a producdo ovariana indiretamente, por agdo hipofisaria elevando as
amplitudes do LH, ou diretamente, atuando em sinergia com o LH sobre a esteroidogénese
ovariana, por fosforilagdo em serina do citocromo P450c17, ou independente de aumento de

producdo, pela inibicdo da sintese hepatica de globulina ligadora dos hormoénios sexuais
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(SHBG) e da proteina ligadora 1 do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBP-1)
(BERGH et al., 1999).

-Teoria da disfun¢do neuroendocrina:

Em 1976, Rebar et al. estudaram um grupo de pacientes com SOP. Ao estudo da
pulsatilidade do LH, evidenciaram aumento da amplitude desses pulsos, ndo demonstrada em
relagdo ao FSH. Observada a manutencdo do feedback negativo do eixo hipotalamo-hipofise-
ovarios ao ocorrer inibi¢do do LH sob efeito de estrogeno exdgeno; assim como preservado o
efeito de feedback positivo ao estimulo com clomifeno. Por fim, foi demonstrada resposta
exagerada de secrecdo do LH ao estimulo agudo com GnRH. Esse padrao de secre¢cdao ainda
ndo foi definido se primdria central ou devido a modulacdo hipotdlamo-hipofisaria pelos
hormonios gonadais. Essa maior sensibilidade do LH ao GnRH pode ajudar a explicar o
hiperestrogenismo encontrado nestas pacientes, descrito em estudos anteriores. No entanto,
esse hiperestrogenismo poderia também ser resultante da producdo proveniente da conversdo
periférica de androgenos. Em 2001, Hill ef al., avaliaram o impacto da presenca da variante do
LH sobre os hormonios sexuais. Observaram significativa maior concentragao de testosterona
sérica em mulheres em idade pds menopausa. Foi especulado se a variante LH, por sua maior
bioatividade estaria envolvida com maior hiperplasia estromal ovariana nessa faixa etaria.

Em 2000, Takahashi et al., estudando um grupo de 40 mulheres saudaveis,
identificaram trés mulheres homozigotas para o LH variante Trp*-Arg®/Ile'>-Thr'®, dezessete
mulheres heterozigotas e vinte mulheres LH selvagem. Foram analisadas as respostas do LH
variante ao estimulo com GnRH nesse grupo de mulheres saudaveis. As mulheres variantes do
LH apresentaram resposta ao GnRH com elevagao de LH aos 15 minutos de estimulo, superior
e estatisticamente significativa em relacdo as mulheres ndo variantes. A maior resposta da
pulsatilidade relatada havia sido descrita anteriormente por Haavisto et al. (1995) e confirmada
por Nilsson et al. (2001). Esse padrao de resposta foi semelhante & observada em estudos

anteriores com mulheres portadoras de SOP (TAKAHASHI et al., 2000).

1.2 HORMONIO LUTEINIZANTE

O desenvolvimento normal e a fungdo reprodutiva sdo dependentes de uma complexa
interagdo hormonal. Os hormdnios hipofisarios, LH e horménio foliculo estimulante (FSH),
estdo envolvidos de forma essencial na regulagdo da funcdo gonadal em mamiferos. Ambos sdo

constituintes da familia dos hormonios glicoproteicos, juntamente com a gonadotrofina
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corionica humana (hCG) e o hormoénio tireoestimulante (TSH). Todos estes hormonios tém
uma estrutura heterodimérica, consistindo em uma ligagdo nao covalente entre uma subunidade
alfa, comum a todos dessa familia, ¢ uma subunidade beta diferenciada, que confere
especificidade biologica para o receptor hormdnio especifico no o6rgao alvo. A subunidade alfa
¢ codificada por um gene localizado no cromossomo 6q 21.1-23. A subunidade beta codificada

por gene localizado no cromossomo 19q 13.32 (MELMED e KLEINBERG, 2003).

Apesar da subunidade B conferir especificidade aos hormdnios glicoprotéicos, existe
grande homologia estrutural entre as mesmas, principalmente entre 0 LH ¢ o CG humanos.
Apesar do alto grau de homologia (83%), suas regides promotoras sdo divergentes e suas

regides 5’ nao traduzidas sao distintas (LIAO et al., 2002; BERGER et al., 2005).

Em humanos, ap6és a tradugdo da proteina, ocorre o fendmeno de glicosilagdo. Essa
decorre 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 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 (GREEN e BAENZIGER, 1988; BERGER et al., 2005).

Para o LH, os oligossacarideos existentes em suas moléculas sdo oriundos de trés
ligagcdes com a asparagina (duas na subunidade o e uma liga¢do na subunidade 3). Os CG e LH
humanos sdo N-glicosilados no sitio de asparagina-13 e asparagina-30 respectivamente. Em
adicdo, a porg¢do carboxi terminal do hCG possibilita a extensao da O-glicosilagdo para residuos
de Serl121, Ser127 e Ser138. Essa glicosilagdo prolonga a meia vida do hCG para 5 a 6 horas,
quando comparada a do LH, de 40 a 60 minutos. Além disso, a distribui¢ao da glicosilagdao
define diferencas na biossintese, modulacdo e secrecdo hormonal glicoprotéica (GREEN e

BAENZIGER, 1988; BERGER et al., 2005; HENKE e GROMOLL, 2008).

Suganuma et al. (1996) estudaram os efeitos da mutagio Trp®-Arg®/Ile'>-Thr'” do LH
em sua bioatividade in vitro e in vivo. Construiram um gene LHB (subunidade beta do LH)
contendo nucleotideos mutados, em separado (posicao 8; posicdo 15) e com ambos os sitios
mutados (posicdo 8 e 15). A analise in vivo foi realizada em células de ovario de ratas. Nao
foram observadas modificagdes na ligacdo do variante ao seu receptor; demonstrada pela alta

capacidade de induzir produ¢do de progesterona in vitro.
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Segundo Suganuma et al. (1996), a mutaco Trp®-Arg®/Ile’*-Thr'” modifica a por¢do N-
terminal do LH tornando-a hidrofilica, resultando em alteragdo conformacional do LHB.
Acrescido da modificacdo estrutural causada pela substitui¢do da isoleucina pela treonina
(Ile-Thr") que resulta em uma ligagdo oligossacaridea na posigdo Asn". Essas mudancas
conformacionais podem expor regides da molécula da variante do gene LHB mais eficientes
para o estimulo intracelular pos receptor. A maior biopoténcia da variante LHB pode ser
explicada pelo fato de que a mutagio do Trp® — Arg ® resulta na substitui¢do de aminoacido
idéntico ao hCG. Esse ultimo apresenta biopoténcia superior ao LH nativo.

Em contraste, Takahashi et al. (2000) observaram que a variante do LH apresentava
meia vida sérica menor que a do LH selvagem. As pacientes LH variantes tiveram reducao
significativa da concentracdo sérica do LH apds quinze minutos da inje¢do do GnRH em
relagdo as pacientes ndo variantes. Haavisto et al. (1995) ja4 haviam relatado menor meia vida
sérica do LH variante, aplicando em ratos aliquotas de sangue de humanos variantes pos
estimulo com GnRH. A meia vida do variante foi significativamente menor do que o do
controle (em ratas: 44,5+0,5 minutos versus 53,3+2,9 minutos; em ratos: 25,5+3,8 minutos
versus 48,3+£2,7 minutos; p<0,01, respectivamente).

Segundo Takahashi ef al. (2000) essa reducdo da meia vida sérica poderia ser explicada
por uma sulfatacdo extra de um carboidrato da molécula do LH variante. Os carboidratos
sulfatados tém a propriedade de serem eliminados mais rapidamente da circulagdo por
apresentarem maior especificidade de ligacao a receptores hepaticos. No entanto, Suganuma et
al. (1996) acreditavam ndo haver diferenciacdo de meia vida sérica entre o variante ¢ o LH
selvagem. Observaram que a porc¢ao carboxi terminal do LH variante ndo se modifica quando
comparada ao mesmo segmento do hCGp. Essa por¢do carboxi terminal do hCGp ¢ envolvida
no mecanismo responsavel por prolongar sua meia vida plasmatica. Porém, confirmaram nos
estudos in vivo a reduzida meia vida plasmatica.

Nao existem claras explicacdes para a reducao da meia vida sérica do LH variante. Por
ligagio de glicoproteinas sulfatadas, se pela glicosilagdo extra em posi¢do Asn'>. Suganuma et
al. afirmam que essa glicosilagdo extra Asn " esta relacionada a mutagio em posicio Ile'-
Thr'" , modificando a por¢do COOH-terminal, negativando-a e tornando-a hidrofilica. Como
cerca de 30% da excrecdo do LH ¢ renal, a modificacdo da carga proteica do variante influencia

a sua excreg¢do renal e por conseqiiéncia sua meia vida plasmatica.
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Evidéncias a respeito da fisiopatogenia da SOP comprovam o envolvimento do LH e de
entidades clinicas relacionadas a sindrome metabdlica, como a resisténcia insulinica. Um
estudo da freqiiéncia de polimorfismos do gene LH, como a variante Trp®-Arg*/Ile'>-Thr", em
pacientes com SOP poderia acrescentar dados a respeito da fisiopatogenia da doenga, bem
como a influéncia da presenca de polimorfismos dos gene LHB e de parametros clinicos de
sindrome metabodlica sobre a apresentacdo clinica da mesma, e talvez permitir avaliacdo

relacionada ao risco ou prote¢ao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a freqiiéncia de polimorfismos no gene LHB (subunidade beta do LH) em
mulheres acometidas pela sindrome dos ovarios policisticos (SOP), por meio de

seqlienciamento genético.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Detectados os polimorfismos, analisar suas associacdes clinicas:

e Correlacionar a presenca de polimorfismos com diferentes pardmetros clinicos da SOP.
e Correlacionar a presenca de polimorfismos com diferentes graus de hiperandrogenismo

na SOP

e Correlacionar a presenga de polimorfismos com a sindrome metabodlica e seus critérios

clinicos
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3 METODOS

3.1 SUJEITOS DO ESTUDO

A populacdo estudada consistiu de 54 mulheres acompanhadas nos ambulatérios de
endocrinologia e ginecologia do Hospital Universitario de Brasilia, avaliadas no periodo de

julho de 2007 a julho de 2008.

3.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas pacientes acompanhadas no Hospital Universitario de Brasilia, com
idade entre 14 e 45 anos, que receberam o diagnostico de SOP segundo os critérios definidos
pelo consenso de Rotterdam, em 2003. De acordo com esse consenso, a presenca de pelo
menos dois dos seguintes parametros confirma o diagndstico de SOP: 1-oligomenorréia e/ou
anovulacao, 2-hiperandrogenismo clinico e/ou laboratorial e 3-ovarios policisticos a ecografia,
esse definido pelo achado de nimero maior ou igual a 12 foliculos em cada ovario medindo de
2 a 9 mm de diametro ou por aumento ovariano bilateral acima de 9 ml (The Rotterdam

ESHRE/ASRM-sponsored PCOS consensus workshop group, 2004).

3.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas outras causas de hiperandrogenismo ou irregularidade menstrual que
simulam o quadro clinico de SOP, tais como hiperprolactinemia, hipotireoidismo primario,
faléncia ovariana prematura, ¢ o uso de drogas como contraceptivos hormonais orais,
andrégenos, ciclosporina e acido valpréico por 30 dias que antecediam as dosagens hormonais.
Foram excluidas ainda mulheres que nao obtiveram suficientes caracteristicas diagnosticas
clinicas ou bioquimicas, assim como mulheres cuja menarca ocorreu ha menos de dois anos

antecedentes ou mulheres acima de 45 anos de idade a primeira avaliagao.
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3.2 AVALIACAO CLINICA

3.2.1 ANAMNESE, EXAME FiSICO E ANTROPOMETRIA

As pacientes foram entrevistadas quanto a detalhes de histérico menstrual, idade da
menarca e historico gestacional.

Foi verificada histéria de amenorréia ou oligomenorréia. A oligomenorréia foi definida
como a presenga de menos de nove ciclos menstruais durante doze meses do ano ou ciclos
menstruais com intervalos superiores a 45 dias em um ano. A amenorréia foi definida como

auséncia de menstruagdo por periodo maior ou igual a 90 dias consecutivos.

As manifestacdes clinicas de excesso de androgenos foram avaliadas pela presenca de
hirsutismo e/ou acne e/ou alopécia de caracterizagdo androgénica. O hirsutismo foi definido
pelo indice semi-quantitativo modificado de Ferriman-Gallwey, representado por indice maior
ou igual a oito (FERRIMAN & GALLWEY, 1961; KORAY et al., 1999; AMATO et al., 2006;
COSAR et al., 2008). As pacientes foram divididas em trés grupos de acordo com o indice de
Ferriman-Gallwey: nao hirsutas, indice menor do que 8; hirsutismo leve, indice de 8 a 14; ¢

hirsutismo grave, indice maior do que 15 (MARTIN et al., 2008).

A acne foi definida pela presenga, sem quantificagdo numérica, de formagdes acneicas
persistentes ou recorrentes apesar de tratamento dermatologico.

Foram verificadas as medidas de:

a) Peso corporal, em quilogramas, com vestes habitualmente utilizadas pela
paciente, utilizando balanga antropométrica analogica Filizola 3134, aferida pelo
INMETRO com o numero 010147949-4;

b) Altura, em centimetros, utilizando balanca antropométrica analégica Filizola
3134, aferida pelo INMETRO com o niimero 010147949-4;

c) Pressdo arterial, na posi¢cdo sentada, no braco esquerdo estendido na altura do
precordio, utilizando estetoscopio Littmann Classic I SE e esfigmomandmetro
Heine Germany, modelo gamma G5. Aferido pelo INMETRO com o n°
0.109.010-0, validade até¢ 2009. Foi considerada hipertensa a paciente com
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valores iguais ou superiores a 130/85 mmHg; (Federacdo Internacional de
Diabetes (IDF) em abril de 2005)

Circunferéncia abdominal, em centimetros, aferida por fita métrica em ponto
abdominal médio entre os bordos superiores das espinhas iliacas antero-

superiores e bordos inferiores dos rebordos costais.

3.2.2 EXAMES LABORATORIAIS

As amostras de sangue para estudo genético foram colhidas no momento da avaliagdo da

paciente. As amostras de sangue para as demais avaliagdes laboratoriais foram colhidas estando

as pacientes em jejum de 12 horas. Os exames laboratoriais foram realizados para a avaliagdo

bioquimica e do perfil hormonal de cada paciente no Laboratorio de Andlises Clinicas do

Hospital Universitario de Brasilia e no Laboratério de Andlises Clinicas Sabin (cortesia do

Nucleo de Apoio a Pesquisa).

Verificaram-se as medidas das concentracdes séricas de:

a)

b)

©)
d)

g)

h)

Glicemia de jejum: método de glicose oxidase; valores de referéncia de 70 a 100
mg/dl;

Insulina: método de quimioluminescéncia; valores de referéncia abaixo de 29,1
pUl/ml;

Triglicerideos: colorimétrico enzimatico; valor de referéncia de até 150 mg/dl;
Lipoproteina de alta densidade (HDL): método colorimétrico enzimatico; valores
de referéncia acima de 40 mg/dl em homens e acima de 50 mg/dl em mulheres;
Prolactina: método de quimioluminescéncia (Immulite 2000, Euro/DPC, UK);
valores de referéncia em mulheres de 0,33 a 27,3 ng/ml;

Hormoénio tireoestimulante (TSH): método de quimioluminescéncia (Immulite
2000, Euro/DPC, UK); valores de referéncia de 0,35 a 5,5 pUl/ml;

Hormonio foliculo estimulante (FSH): método de quimioluminescéncia
(Immulite 2000, Euro/DPC, UK); valores de referéncia: fase folicular de 4 a 13
mUI/ml, metade do ciclo menstrual de 5 a 22 mUI/ml e fase luteinica de 2 a 13
mUI/ml.

Hormonio luteinizante (LH): método de quimioluminescéncia (Immulite 2000,
Euro/DPC, UK); valores de referéncia: fase folicular de 1 a 18 mUI/ml, metade
do ciclo menstrual de 24 a 105 mUI/ml ¢ fase luteinica de 0,4 a 20 mUI/ml.
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i) Testosterona total (Tt): método de quimioluminescéncia (Immulite 2000,
Euro/DPC, UK); valores de referéncia para mulheres: abaixo de 100 ng/dl.

J) Relagao LH/FSH: considerada elevada quando maior ou igual a trés.

3.2.3 EXAMES DE IMAGEM
A morfologia de ovarios policisticos foi avaliada por ecografia pélvica transvaginal ou
abdominal, ¢ definida conforme as diretrizes do consenso de Rotterdam, 2003. Os exames

foram realizados em diferentes aparelhos e por examinadores diversos.

3.2.4 AVALIACAO DA OBESIDADE, SINDROME METABOLICA E RESISTENCIA
INSULINICA

A obesidade foi classificada a partir do indice de massa corporal (IMC), obtido pela
razdo entre o peso em quilos e o quadrado da altura em metros, € que permite a seguinte
classificagdo, conforme as diretrizes propostas pelo “National Institutes of Health, National
Heart, Lung, and Blood Institute” em 1998:
< 18,5 kg/m*: baixo peso;
e Dec18,5a249 kg/m2: normal;
e De25,0a299 kg/m2: sobrepeso;
e De30,0a349 kg/mzz obesidade grau I;
e De 35,0 a39,9 kg/m’: obesidade grau II;
e Acima de 40,0 kg/m’: obesidade grau IIL.

A ocorréncia de sindrome metabolica foi definida conforme os critérios propostos pela
Federagao Internacional de Diabetes (IDF), em abril de 2005, que estabelecem o diagnostico a
partir da presenca de obesidade abdominal, definida como cintura maior que 80 centimetros em
mulheres na populagdo brasileira, e dois ou mais dos seguintes critérios:

e Triglicerideos > 150 mg/dl;
e HDL - colesterol <40mg/dl em homens e < 50 mg/dl em mulheres;
e Pressdo arterial sistolica > 130 e/ou diastolica > 85 mmHg;

e (Glicemia de jejum > 100 mg/dl.
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O grau de resisténcia insulinica foi avaliado segundo o indice HOMA-IR (do inglés

“homeostasis model assessment”) calculado pela formula:

Glicomim [:mgjcll}
HOMA — IR 18

| = Insulina (wUI/ml}
22,5

Os valores de HOMA-IR abaixo de 2,7 foram considerados normais (Geloneze et al.,

2006).

3.3 ANALISE MOLECULAR

3.3.1 EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE LEUCOCITOS DO SANGUE
PERIFERICO

A andlise de DNA foi realizada pela extracio de DNA de leucdcitos de sangue
periférico pelo método CHELEX-100" (WALSH et al., 1991). 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 milliQ foi misturada a 50 pl de sangue total e
em seguida a mistura foi centrifugada por 5 minutos a 8.000 rotagcdes por minuto. Apds
descarte do sobrenadante, foi acrescido 1 ml de 4gua milliQ a cada tubo, e a centrifugagao foi
repetida. Novamente foi descartado o sobrenadante, adicionava-se 200 pl da suspensdo
CHELEX-100" 5%, homogeneizando. As amostras foram entio submetidas ao vortex por cerca
de 10 segundos. Em sequéncia, incubadas a 56°C, por 30 minutos ¢ a 100°C, por 8 minutos.

Ap0s centrifugacdo, as amostras foram armazenadas a -20°C para posterior utilizacdo.
3.3.2 REACAO DE POLIMERIZACAO EM CADEIA (PCR)

O DNA gendmico foi utilizado como substrato para amplificagdio do gene LHB,
utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores previamente descritos (SHIRAISHI e
NAITO, 2003), 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
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codificante da proteina madura. A extremidade 3" do oligonucleotideo LH23R contém
nucleotideos que sdo complementares exclusivamente ao gene LHB, possibilitando assim sua
amplificacdo especifica a despeito dos altamente homodlogos genes e pseudogenes da
subunidade beta do hCG. Na reac¢do de amplificacdo foram utilizados 5 pl de DNA gendmico,
0,2 mM de cada desoxinucleotideo (ANTP), 50 ng de cada oligonucleotideo iniciador, 1,25 U
da enzima Taq DNA polimerase (Fermentas), tampao de reacdo e sulfato de magnésio
fornecido e usado de acordo com o sugerido pelo fabricante, resultando em um volume final de
50 pL. A amplificagdo foi realizada em um termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.
Waltham, MA), em condigdes previamente descritas: 35 ciclos de 1 minuto a 94°C
(desnaturagao), 40 s a 65°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensao) (SHIRAISHI e NAITO,
2003).

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacao de polimerase em cadeia

Posi¢do no Tamanho
Nome  Orientagao Seqiiéncia (5°>3) ¢ do
LHB
fragmento
LH23F Sense GGGAATTCTCTTTGTGGGTGGTGTACCACGC intron 1
- 806 pb
LH23R  Antisense GGAGGATCCGGGTGTCAGGGCTCCA 3" ndo-
traduzida

Para confirma¢do da amplificagdo do fragmento de interesse (806 pares de base), os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e/ou acrilamida 5%,

corados com brometo de etidio (0,5 ug/ml), visualizados em luz ultravioleta e fotografados.
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3.3.3 SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO

Os produtos da amplificacdo foram purificados por meio enzimatico (sistema “EXO-
SAP”). Num volume de 10 pl do produto de PCR foram acrescentados 1 U de exonuclease |
(Biolabs) e 1 U de shrimp alcaline phosphatase (fostatase alcalina de camarao - 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) ¢ em seguida o material foi enviado para o servico de

seqlienciamento da Universidade Catolica de Brasilia.

3.3.4 LEITURA E ANALISE DAS SEQUENCIAS

A andlise, alinhamentos e comparacgdes entre as seqiiéncias (sequéncia de referéncia e
sequéncias obtidas) foram realizadas com o auxilio de software especializado: sequencher
(Gene Codes Corporation versaio Demo 4.8 — 2007, Ann Arbor, MI). Através da leitura
realizada no sequencher, foram verificados todos os pontos de polimorfismos do éxon 2, intron
2 e éxon 3 do LHB, descritos no pubmed
(www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?showRare=on&chooseRs=all&locusld=3972&mrna=
NM _000894.2&ctg=NT 011109.15&prot=NP_000885.1&orien=reverse&refresh=refresh).

Concluida a leitura das sequéncias, definiu-se o gendtipo dos individuos estudados
(genotipagem) e as freqiiéncias alélicas dos polimorfismos identificados. Com a utilizagdo do
programa BioStat (disponivel em http://bioinfo.iconcologia.net), foi possivel identificar a

composi¢ao dos haplotipos dos 50 pacientes do estudo.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises e tabelas descritivas foram construidas a partir da exposi¢ao simples dos
valores de cada dado antropométrico e hormonal relevante. Os resultados sdo apresentados
como média + desvio padrao (DP).

As andlises de relacdo entre as variaveis analisadas foram realizadas com os testes de
Qui-Quadrado, teste exato de Fisher, teste de ANOVA e teste t de Student.

Valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos. Os intervalos de
confianga foram calculados com base (o) nesse nivel de significancia.

O processamento dos dados e analises estatisticas foi realizado nos programas Microsoft
Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, Seattle, Washington) e Statistical Package for the
Social Sciences — SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois). A redagdo final foi realizada no
programa Microsoft Office Word 2007 (Microsoft Corporation, Seattle, Washington).
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3.5 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

O projeto em estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, conforme documento com registro de nimero

091/2007.

O termo de consentimento informado (anexo 1) foi assinado, por todas as pacientes,
previamente a avaliacdo fisica e hormonal. Em caso de paciente menor de idade, o termo de

consentimento foi assinado pelo responsavel legal.
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4 RESULTADOS

No periodo de julho de 2007 a julho de 2008 foram avaliadas 54 mulheres, portadoras
de SOP. Desse grupo, foram excluidas inicialmente quatro pacientes: uma paciente (caso 6) por
apresentar dados clinicos insuficientes, duas pacientes (casos 8 e 26) por hiperprolactinemia e

uma paciente (caso 10), por ter sindrome de Cushing.

4.1 AVALIACAO CLINICA

4.1.1 CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA SINDROME DOS OVARIOS
POLICISTICOS

Foram selecionadas 50 mulheres que cumpriam os critérios de Rotterdam para
diagnostico de SOP, cujas caracteristicas clinicas estdo resumidas na tabela 2 e descritas

adiante.

Tabela 2 - Caracteristicas da amostra de 50 pacientes quanto a frequéncia de critérios

diagnosticos para a sindrome de ovarios policisticos, segundo o consenso de Rotterdam, 2003

Critério diagnostico de SOP n Presente %
Oligomenorréia/amenorréia 50 48 96
Hiperandrogenismo clinico* 50 37 74
Hiperandrogenismo laboratorialt 45 6 13,3
Ovadrios policisticos a ecografia 50 44 88

* Definido pelo indice de hirsutismo modificado de Ferriman-Gallwey > 8 e/ou acne (definida pela presenca de formagoes
acneicas persistentes ou recorrentes apesar de tratamento dermatologico) e/ou alopécia de caracterizagdo androgénica.
T Determinado pela presenga de concentragdo sérica elevada de testosterona total (>100 ng/dl).

Quarenta e oito apresentavam ciclos menstruais irregulares (oligomenorréia ou
amenorréia) e duas pacientes apresentavam ciclos menstruais regulares. As manifestacdes
clinicas e/ou laboratoriais de hiperandrogenismo estavam presentes em 37 pacientes e ausentes

em 13 pacientes.
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A principal manifestacdo clinica para a definicdo de hiperandrogenismo foi o grau de
hirsutismo definido pelo indice de Ferriman-Gallwey. Para fins de anélise e correlagdo com os
resultados do estudo molecular, os sujeitos do estudo foram divididos de acordo com a
graduacao de hirsutismo com base nesse indice. Foram constituidos trés grupos, como se segue

(Figura 2):

e Grupo 1: 26 mulheres ndo hirsutas, representando 52% da amostra;
e Grupo 2: 12 mulheres hirsutas grau leve, representando 24% da amostra;

e Grupo 3: 12 mulheres hirsutas grau grave, representando 24% da amostra.

O valor médio do indice de Ferriman-Gallwey foi de 9,4+7,9 e variou de 0 a 32.

Também foram verificadas as presengas de acne e/ou alopécia. Acne foi encontrada em 28
pacientes (56% da amostra), sendo a alopécia observada em quatro pacientes (7,4% da
amostra). Observa-se que 13 pacientes foram caracterizadas como hiperandrogénicas apenas

pela presenca de acne, o mesmo ndo ocorrendo em relagdo a avaliacdo da alopécia.

Quanto as manifestacdes laboratoriais de hiperandrogenismo, 45 pacientes tiveram as
concentragdes séricas de testosterona total avaliadas, com valores médios de 62,1+42,7ng/dl.
Dentre essas 13,3% (seis pacientes) da amostra tinham concentragdes elevadas, enquanto

86,7% (39 pacientes) tinham concentragdo dentro da normalidade.

Em relacdo a presenca de imagem de ovarios micropolicisticos a ecografia pélvica, 44
pacientes (88%) tinham imagem correspondente e em seis pacientes (12%) ndo foi observada

imagem ecografica de ovarios policisticos.

4.1.2 CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS E PARAMETROS CLINICOS
RELACIONADOS A SINDROME METABOLICA

Na tabela 3 estdo apresentadas as caracteristicas da amostra estudada, no que diz
respeito aos parametros antropométricos e clinicos, sendo esses relacionados a sindrome

metabolica.
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As pacientes tinham idade média de 27,7+6,7 anos. Foram classificadas de acordo com o

valor de IMC:

e baixo peso: trés pacientes (6%);

e peso normal: 15 pacientes (30%);

e sobrepeso: 12 pacientes (24%);

e obesidade grau 1: 14 pacientes (14%);
e obesidade grau 2: 4 pacientes (8%);

e obesidade grau 3: 2 pacientes (4%).

Essa classificagdo demonstrou que 36% (n=18) apresentavam peso normal ou baixo peso,
enquanto 64% (n=32) apresentavam obesidade ou sobrepeso. Da mesma maneira, a medida da
circunferéncia abdominal revelou a presenga de obesidade centripeta em 70% (n=35) das

pacientes com cintura maior do que 80 cm.

Foi identificada hipertensdo arterial em 12% (n=6) das pacientes.

Tabela 3. Caracteristicas antropométricas, pressio arterial e parimetros laboratoriais

relacionadas a sindrome metabdlica na amostra de mulheres portadoras da sindrome dos ovarios

policisticos
Valores
n
Minimo Mdximo Média DP
Idade (anos) 50 14 42 27,7 16,7
indice de massa corporal
2 50 16,2 43,6 28 16,8
(kg/m")
Circunferéncia abdominal
50 61 127 89,5 +16,5
(cm)
Pressdo arterial sistdlica
50 90 150 1131 +12
(mmHg)
Pressdo arterial diastdlica
50 60 110 74,4 +10,2
(mmHg)
Glicemia (mg/dl) 49 71 122 90,3 +12,5
Triglicerideos (mg/dl) 40 37 373 112,8 +73,3
HDL (mg/dl) 49 24 85 49,9 +13,8
Homa-RI 49 0,35 13,5 3,8 +3,3

DP, Desvio — padrdo; HDL, lipoproteina de alta densidade; Homa-RI, “Homeostasis model assessment”.
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A maioria (n=40) tinha glicemia de jejum normal, sendo que nove pacientes tinham
glicemias acima de 100 mg/dl e abaixo de 126 mg/dl. Portanto, a glicemia sérica foi elevada em

18,4% das pacientes avaliadas.

Hipertrigliceridemia foi observada em 17,1% das pacientes (n=7). A reducdo do HDL-
colesterol em 61,5% das pacientes avaliadas (n=24). Em relacdo a resisténcia insulinica,
avaliada pelo indice de Homa-RI, esta foi encontrada em 53,1% (n=26) das 49 pacientes

avaliadas. Estdo apresentados os resultados dos valores obtidos na Tabela 3.

Com base nesses parametros, o diagnéstico de sindrome metabolica foi firmado em
15% dos casos (n=15).

4.1.3 AVALIACAO HORMONAL

Os resultados das dosagens hormonais estdo apresentados na Tabela 4. Como mostrado
anteriormente na descricdo dos resultados dos critérios diagnosticos para SOP, os valores de
testosterona total foram normais em 39 pacientes (86,7%), com média de 62,1+42,7ng/dl. A

relacdo LH/FSH foi normal na maioria das pacientes, exceto em trés pacientes. A PRL e o TSH

foram normais em todas as pacientes.

Tabela 4. Perfil hormonal da amostra de mulheres portadoras de sindrome dos ovarios policisticos

Valores
n
Minimo Madximo Média DP
Testosterona Total
45 13 191 62,1 42,7
(ng/dl)
LH (mUl/ml) 49 2 78 9,1 +11,2
FSH (mUl/ml) 49 1 14 57 12,4
LH/FSH 49 0,3 6,7 1,5 +1,2
Prolactina (ng/ml) 48 3,6 28,1 12 46,6
TSH (nU1/ml) 41 0,5 13,9 2,5 +2

DP, Desvio Padrido; LH, hormonio luteinizante; FSH, hormonio foliculo estimulante; TSH, hormonio tireoestimulante.
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4.2 ANALISE MOLECULAR

Foram analisados os seqiienciamentos de 50 pacientes. Entretanto, devido a erros
técnicos que sdo comuns na etapa automatica das reagdes de seqiienciamento, nao foi possivel a

leitura pontual de alguns polimorfismos no seqiienciamento para os seguintes casos:
-Exon 2: amostras 25, 31, 37 ¢ 45;

-Intron 2: amostras 25, 32 e 37;

-Exon 3: amostras 33, 41 e 43.

Nesses casos, as sequéncias foram mantidas na analise, justificando pequenas diferengas
no numero de amostras analisadas para cada polimorfismo, o que, como sera apresentado, nao

compromete sua interpretagao.

Os resultados da genotipagem para os 12 polimorfismos previamente descritos nos
bancos de dados, denominados rs34247911, rs35296413, rs1800447, rs3527001, rs34349826,
rs6521, rs1056914, rs2387588, rs4287687, rs5030773, rs1056917 e rs5030774, bem como para
a variante C1430A, estdo descritos a seguir e resumidos nas tabelas 5 e 6. Dos 12
polimorfismos analisados, foram entdo identificados em nossas pacientes sete polimorfismos e

uma variante do gene LHB, conforme demonstrado na figura 1.

Os polimorfismos rs1800447 e rs34349826 foram descritos e analisados conjuntamente,

pois se apresentam em desequilibrio de ligacao.
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rs238F556 7 C14304
rad 207667 ]
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éxonl intrenl dxon 2 intron 2 dxon 3

Figura 1. Desenho esquematico dos polimorfismos identificados e suas localizagoes na estrutura

do gene LHB

4.2.1 POLIMORFISMOS SITUADOS NO EXON 2 DO GENE LHB
-rs34247911:

Foram analisados seqlienciamentos de 46 pacientes e todas as amostras apresentaram

genotipo homozigoto selvagem (GG) na analise realizada.
-rs35296413:

Foram analisados seqiienciamentos de 46 pacientes e todas as amostras apresentaram

gendtipo homozigoto selvagem (AA) na analise realizada.
-rs1800447 e rs34349826 (variante LH Trp®-Arg®/Tle'>-Thr")

Analisados seqilienciamentos de 46 pacientes. O genotipo homozigoto selvagem
equivale a TT/TT. Foram identificados 42 pacientes TT/TT e quatro pacientes heterozigotos

(TC/TC).
-rs3527001:

Analisados seqiienciamentos de 46 pacientes. Todos os pacientes apresentaram genotipo

homozigoto selvagem (AA) na analise realizada.
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-rs6521:

Analisados seqiienciamentos de 45 pacientes. Foram encontrados 10 pacientes com
genotipo homozigoto selvagem (CC), 17 com genotipo heterozigoto (gendtipo CG), e 18

homozigotos variantes (gendtipo GG).

-rs1056914:

Foram analisados sequenciamentos de 45 pacientes. Foram encontrados oito pacientes
com gendtipo homozigoto selvagem (AA), 22 heterozigotos (genotipo AC), e 15 homozigotos

variantes (gen6tipo CC).

4.2.2 POLIMORFISMOS SITUADOS NO INTRON 2 DO GENE LHB

-rs2387588:

Foram analisados seqiienciamentos genéticos de 47 pacientes. Foram encontrados oito
pacientes com gendtipo homozigoto selvagem (gendtipo TT), 22 com gendtipo heterozigoto

(gendtipo TC), e 17 pacientes homozigotos variantes (genotipo CC).

-rs4287687:

Foram analisados seqiienciamentos genéticos de 47 pacientes. Foram encontrados oito
pacientes com gendtipo homozigoto selvagem (gendtipo AA), 22 pacientes heterozigotos

(genotipo ADel), e 17 homozigotos variantes (genotipo Del Del).

4.2.3 POLIMORFISMOS SITUADOS NO EXON 3 DO GENE LHB

-rs5030773:

Das 47 amostras de seqiienciamento analisadas, todos os pacientes apresentaram

genotipo homozigoto selvagem (genotipo AA).
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-Variante LH C1430A:

Do total de 47 amostras de seqiienciamento viaveis, foram identificados trés individuos
heterozigotos para uma mutag¢ao pontual no codon 78 do gene LHB (contagem dos aminoacidos
realizada a partir da primeira metionina do éxonl), na qual um residuo C foi substituido por um
A (AAC/AAA) provocando a troca de uma treonina por uma asparagina no cddon 78 (T78N).
Essa mutacdo ndo constava nos bancos de dados pubmed e hapmap e foi entdo denominada de
acordo com a substitui¢ao de bases e sua posi¢ao na regido codificante do gene (base 1430). Os
demais 44 individuos foram homozigotos para o genoétipo selvagem (CC), ndo sendo detectado

nenhum homozigoto para essa variagao (gen6tipo AA) na amostra avaliada.

-rs1056917:

Foram analisados sequenciamentos de 47 pacientes. Encontrados 20 pacientes com
genodtipo homozigoto selvagem (gendtipo CC), 19 heterozigotos (gendtipo CT), e oito

homozigotos variantes (gen6tipo TT).

-rs5030774:

Foram analisados sequenciamentos de 47 pacientes. Todas as amostras analisadas

apresentaram genotipo homozigoto selvagem (genétipo GG/GG).
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Tabela 5. Caracteristicas dos polimorfismos do gene LHB e frequéncia de gendtipos identificados na
amostra de mulheres com Sindrome dos ovarios policisticos

Nomenclatura Mutacdo Genétipos
polimi':fismo Localizagdo  Alelos Aminodcido n wt/wt n wt/v n v/v n total
rs34247911 éxon 2 G Met / lle 46  100% - - - - 46
rs35296413 éxon 2 A Pro / Pro 46  100% - - - - 46
rs1800447 éxon 2 T/C Trp / Arg 42 913% 4 8,7% - - 46
rs34349826 éxon 2 T/C lle/ Thr 42 913% 4 8,7% - 46
rs3527001 éxon 2 A His / Arg 46  100% - - - - 46
rs6521 éxon 2 ¢/G Val / Val 10 22,2% 17 37,8% 18 40% 45
rs1056914 éxon 2 A/C Pro / Pro 8 17,8% 22 48,9% 15 33,3% 45
rs2387588 intron 2 T/C - 8 17% 22 46,8% 17 36,2% 47
rs4287687 intron 2 Al- - 8 17% 22 46,8% 17 36,2% 47
rs5030773 éxon 3 G/A GIn/Arg 47  100% - - - - 47
C1430A éxon 3 C/A Thr /Asn 44 93,6% 3 6,4% - - 47
rs1056917 éxon 3 /T Gly / Ser 20 42,6% 19 40,4% 8 17% 47
rs5030774 éxon 3 G/A GIn /Arg 47  100% - - - - 47

Com base nesses resultados, a frequéncia alélica para cada polimorfismo foi

determinada e estd apresentada na tabela 6.

Tabela 6. Frequéncia alélica de polimorfismos no gene LHB na amostra de mulheres com sindrome

de ovarios policisticos

Polimorfismo Localizagéo Alelos (%)
rs34247911 éxon 2 wild type G (100%) variante -
rs35296413 éxon 2 wild type A (100%) variante -
rs1800447 éxon 2 wild type T (95,4%) variante C(4,5%)
rs34349826 éxon 2 wild type T (95,4%) variante C(4,5%)
rs3527001 éxon 2 wild type A (100%) variante -
rs6521 éxon 2 wild type C (59%) variante G (41%)
rs1056914 éxon 2 wild type A (42,2%) variante C(41%)
rs2387588 intron 2 wild type T (40,4%) variante C(59,6%)
rs4287687 intron 2 wild type A (40,4%) variante - (59,6%)
rs5030773 éxon 3 wild type A (100%) variante -
C1430A éxon 3 wild type C(96,8%) variante A (3,2%)
rs1056917 éxon 3 wild type C(62,8%) variante T (37,2%)

rs5030774 éxon 3 wild type G (100%) variante -
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4.3 PERFIS DE GENOTIPOS

Com base nas variagdes alélicas identificadas no gene LHB para cada sujeito do estudo,
foram compostas combinagdes de polimorfismos que formaram diferentes grupos de genotipos

conforme demonstrado na tabela 7.

Tabela 7. Distribuicao de grupos genotipicos das 50 mulheres estudadas com sindrome dos ovarios

policisticos
Perfil genético n Frezl;ncia
TTCATACT 7 149
TTCATAMT 1 21
TTCMYA-C 3 6.4
TTGCC--C 14 29,8
TTGCYA-C 1 21
TTGMYA-C 1 21
TTSMYA-C 16 340
YYGMC--C 3 6.4
YYSAYA-M 1 21

M, alelos A ou C; Y, alelos C ou T; S, alelos C ou G.

Em sequéncia, foi realizada a composi¢ao de 10 haplotipos a partir do perfil genotipico

das 50 pacientes em estudo, conforme descrito na tabela 8.
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Tabela 8. Estimativa da frequéncia de haplétipos das 50 mulheres avaliadas com sindrome dos

ovarios policisticos

Exon 2 intron 2 Exon 3
rs1800447 rs4349826 rs6521 rs1056914 rs2387588 rsd27687 C1430A rs1056917 Freitf)"da
1 T T G c c - c C 52,1
2 T T c A T A c T 32,5
3 c c G A c - c c 3,5
4 T T c c c - c c 3,43
5 T T c A T A c c 3,24
6 T T c A T A A T 2,31
7 T T G A T A c T 1,13
8 T T G c T A c c 1,07
9 c c G A c - A c 0,75

10 <0,1

4.3 ANALISE DAS ASSOCIACOES ENTRE OS POLIMORFISMOS IDENTIFICADOS
NO GENE LHB E PARAMETROS CLINICOS

Nessa etapa da analise, procurou-se verificar possiveis associagdes entre as variantes
alélicas de cada polimorfismo com os parametros clinicos avaliados. Todos os polimorfismos

foram analisados isoladamente, exceto os rs1800447 e rs34349826, e rs2387588 e rs4287687,

que foram analisados em conjunto, ja que se apresentam em desequilibrio de ligagdo.
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4.3.1 ASSOCIACOES CLINICAS COM GENOTIPOS DE rs1800447 e rs34349826

4.3.1.1 GENOTIPOS DE rs1800447 / rs34349826 VERSUS CRITERIOS DE SINDROME
DE OVARIOS POLICISTICOS

Com excecdao de duas pacientes com gendtipo TT/TT, todas as demais pacientes

apresentavam ciclos menstruais irregulares (p = 1,0; teste exato de Fisher).

Manifestagdes clinicas e/ou laboratoriais de hiperandrogenismo estiveram presentes nas
quatro (8,7% da amostra analisada para este polimorfismo) pacientes heterozigotas (TC/TC), e
em 32 (69,6% da amostra) das 42 homozigotas TT/TT (p = 0,56). O indice de Ferriman-
Gallwey possibilitou dividir os pacientes em trés grupos descritos anteriormente. Observou-se,
para o gendtipo homozigoto TT/TT, 22 (48%) individuos ndo apresentavam hirsutismo, 11
(24%) apresentavam hirsutismo leve e nove (20%), hirsutismo grave. Para o genotipo
heterozigoto TC/TC, uma paciente (2%) apresentava hirsutismo leve e trés (6%), hirsutismo
grave (p = 0,04; teste de qui-Quadrado) (tabela 9). O odds ratio atribuido ao genotipo TC/TC e
a presenga de hirsutismo foi de 1,0 (Intervalo de confianca de 0,2-1,8). A média do indice de
Ferriman foi de 9+7 para o genotipo TT/TT, e 22+4 para gendtipo TC/TC (p = 0,001; teste t de
Student). O odds ratio atribuido ao genotipo TC/TC e hirsutismo grave (maior graduagao do

indice de Ferriman-Gallwey) foi de 13,0 (intervalo de confianga 5,7-20,3).

Tabela 9. Graus de hirsutismo definidos pelo indice de Ferriman-Gallwey segundo o genétipo

para rs1800447 e rs34349826

Nao Hirsuta Hirsutismo Leve Hirsutismo Grave

rs1800447 e rs34349826 %) (%) (%) Total
TT/TT (homozigoto selvagem) 22 (52,4) 11(26,2) 9(19,6) 42
TC/TC (heterozigoto) 0 1(25) 3(75) 4
Total 22(48) 12(26) 12(26) 46

p = 0,04 (Teste de qui-Quadrado), gendtipos homozigoto versus heterozigoto
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A concentracdo sérica de testosterona total média foi de 61+41 ng/dl no grupo com
genotipo TT/TT, enquanto para o genotipo TC/TC a média foi de 93 + 69 ng/dl. A
concentracdo sérica foi elevada em apenas uma paciente com genotipo TC/TC, e em cinco

pacientes com genotipo TT/TT (p = 0,48; teste exato de Fisher) (tabela 10).

Finalmente, foi avaliado o critério de imagem compativel com SOP, na apresentacao de
ovarios micropolicisticos a ecografia pélvica. O mesmo estava ausente em quatro pacientes
com genotipo TT/TT e em duas pacientes com gendtipo TC/TC (p = 0,07; teste exato de
Fisher).

Na figura 2 estdo apresentados os valores médios do indice de Ferriman-Gallwey e as
avaliagdes das concentragdes séricas hormonais nos grupos TT/TT e TC/TC. Os valores médios
obtidos pelo indice de Ferriman-Gallwey foram maiores na presenga do alelo C (p = 0,001;
teste t de Student), sendo média de 9+7 para o gendtipo homozigoto selvagem (TT/TT) e de
22+4 para os genotipos heterozigotos (TC/TC). Os niveis de LH e FSH foram semelhantes em
ambos os grupos (p = 1,0; teste t de Student). A relagdo LH/FSH apresentou-se elevada apenas
em trés pacientes TT/TT (p = 1; teste exato de Fisher) (tabela 10).

Tabela 10. Concentracées hormonais segundo o gené6tipo para rs1800447 e rs34349826*

TT/TT (homozigoto selvagem) TC/TC (heterozigoto)
n Média DP n Média DP P
Testosterona total (ng/dl) 42 61 +41 4 93 169 0,16t
LH (mU1/ml) 42 10 +12 4 5 43 041t
FSH (mUI/ml) 42 6 43 4 5 +2 0,761
LH/FSH 42 1,6 +1,3 4 0,9 +0,4 0,30t

DP, desvio padrdo; LH, hormémio luteinizante; FSH, hormomio foliculo estimulante (mUI/ml). * Nao foram identificados
individuos com genétipo CC/CC na amostra estudada; T Teste t de Student.
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Figura 2. Distribuicdo da média do indice de Ferriman-Gallwey de acordo com os genotipos

rs1800447 e rs34349826

-4.3.1.2 GENOTIPOS DE rs1800447 / rs34349826 VERSUS PARAMETROS CLINICOS
RELACIONADOS A SINDROME METABOLICA

Entre os 42 pacientes com genotipo TT/TT, a média de idade foi de 28+7 anos o que
ndo diferiu da média de idade (23+5 anos) dos quatro pacientes com gendtipo TC/TC (p =

0,10; Teste t de Student).

Entre os 46 pacientes cujo sequenciamento foi analisado, a caracterizagdo de sindrome
metabolica pode ser concluida em 11 individuos com gendtipo TT/TT e em trés individuos

TC/TC (p = 0,07; testeexato de Fisher) (tabela 11).
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Tabela 11. Frequéncia de Sindrome Metabdlica segundo o genotipo para rs1800447 / rs34349826

Sindrome metabdlica

rs1800447 / rs34349826 Total
Nao Sim
TT/TT (homozigoto selvagem) 31 11 42
TC/TC (heterozigoto) 1 3 4

p = 0,08 (teste exato de Fisher); gen6tipos homozigoto versus heterozigoto

Em relagdo a média da circunferéncia abdominal, foram observados maiores valores na
presenga da variante alélica C de forma estatisticamente significativa (p = 0,03; Teste t de
Student) (tabela 12). No entanto, quando avaliada a presenca da obesidade centripeta, a mesma
ndo foi mais freqiiente no gendtipo heterozigoto (TC/TC) em comparagdo ao genodtipo
homozigoto (TT/TT), com p = 0,29 (Teste exato de Fisher). O mesmo observado para a média
do HDL e a presenga da reducdo do HDL e o genoétipo heterozigoto (TC/TC) com p = 0,08 e p

= 0,13, respectivamente (teste t de Student e teste exato de Fisher, nessa ordem) (tabela 12).

Tabela 12. Caracteristicas antropométricas, pressio arterial e parametros laboratoriais
relacionados a sindrome metabédlica de acordo com o gendtipo para rs1800447 / rs34349826 de 46
mulheres com sindrome de ovarios policisticos

m/ T:'e(I::gn;:;goto TC/TC (heterozigoto)* »
n Média DP n Média DP

Idade (anos) 42 28 +7 4 23 +5 0,10t
Indice de(lfg';:f) corporal 42 276 %69 4 32,7 46,7 0,16t
Circunferéncia abdominal (cm) 42 88 +16 4 1061 +14 0,031
Pressio (a::\t:;r:lagl)sistélica 42 112 +11 4 120 422 0,23+
Pressdo a(:';i:izlg;iiastélica 42 74 +11 4 75 46 0,87t
Glicemia (mg/dl) 42 89 +12 4 98 +13 0,18f
Triglicerideos (mg/dI) 42 110 +73 4 136 450 0,49t
HDL (mg/dl) 42 53 +13 4 33t +9 0,08f
Homa RI 41 34 #3,0 4 65 +4,8 0,691

DP, desvio padrio; HDL, lipoproteina de alta densidade (mg/dl); Homa-RI, “Homeostasis model assessment’- resisténcia
insulinica; * Nédo foram identificados individuos com genétipo CC/CC na amostra estudada; T Teste t de Student.
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Apesar de ter sido identificado maior valor de circunferéncia abdominal na presenga da
variante alélica C, para o IMC, o mesmo nao foi observado (p = 0,28; teste de Fisher). Para fins
de analise, dividiu-se o IMC em duas categorias: obesidade incluindo o sobrepeso e auséncia de
obesidade ou sobrepeso. O grupo com genétipo homozigoto selvagem (TT/TT) era composto
de maioria obesa, com 34,8% ndo obesos. No grupo de gendtipo heterozigoto (TC/TC), todos

os individuos eram obesos.

Em relagdo ao perfil lipidico, observou-se hipertrigliceridemia em apenas uma paciente
heterozigota TC/TC (p = 0,52; teste qui-Quadrado). No entanto, a reducdo do HDL foi
observada em todas as quatro pacientes com esse genotipo (p = 0,13; teste qui-Quadrado). Em
referéncia ao gendtipo TT/TT, 17 pacientes apresentaram HDL - colesterol diminuido e 14

pacientes ndo apresentaram.

Quanto aos valores de pressdo arterial, apenas uma das quatro pacientes heterozigotas
TC/TC era hipertensa (p = 0,44; teste qui-Quadrado). Dos 42 individuos com genotipo
selvagem TT/TT, 37 eram normotensos. Para o gendtipo TC/TC, resultado semelhante foi
encontrado para a glicemia sérica. Dos quatro individuos heterozigotos TC/TC, apenas um
apresentou alteragdo da glicemia (p = 0,55; teste qui-Quadrado), enquanto para os portadores

de genotipo TT/TT, 34 apresentaram glicemia normal e sete pacientes com alteragdo glicémica.

Utilizou-se o indice de Homa — RI para avaliagdo da presenca de resisténcia insulinica.
Dos 46 analisados, 19 pacientes com genotipo TT e as quatro pacientes heterozigotas TC/TC
apresentaram Homa — RI maior que 2,7. No entanto, esse resultado ndo foi estatisticamente

significativo (p = 0,10; teste do qui-Quadrado).

-4.3.2 ASSOCIACOES CLINICAS COM GENOTIPOS DE rs6521

-4.3.2.1 GENOTIPOS DE rs6521 VERSUS CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA
SINDROME DE OVARIOS POLICISTICOS

Nao houve diferenca significativa na distribui¢do de nenhum dos parametros clinicos

para diagndstico de SOP entre os diferentes gendtipos, conforme apresentado nas tabelas 1 e 2
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(anexo 5). A distribui¢do do grau de hirsutismo definido pelo indice de Ferriman-Gallwey de
acordo com o genétipo para o rs6521 também ndo mostrou diferenca estatistica, como
apresentado na tabela 13. Aperfeicoando a andlise, a presenca do gendtipo variante em carater
recessivo apresentou odds ratio de 6,2 e 0,6 para o indice de Ferriman-Gallwey e o grau de

hirsutismo, com intervalos de confianca de 1,08-11,4 ¢ 0,08-1,1, respectivamente.

Tabela 13. Distribuicdo dos diferentes graus de hirsutismo definidos pelo indice semi-quantitativo
modificado de Ferriman-Gallwey segundo o genétipo para o rs6521

Hirsutismo segundo indice de Ferriman — Gallwey*

rs6521 Total
Ndo hirsuta Hirsutismo Leve Hirsutismo Grave
CC (homozigoto selvagem) 2 4 4 10
CG (heterozigoto) 9 5 3 17
GG (homozigoto variante) 10 3 5 18
Total 21 12 12 45

*p=0,33 (teste de qui-Quadrado), comparados os genotipos homozigoto selvagem (CC) versus heterozigoto (CG) versus
homozigoto variante (GG)

43.2.2 GENOTIPOS DE rs6521 VERSUS PARAMETROS CLINICOS
RELACIONADOS A SINDROME METABOLICA

Foram avaliados 45 pacientes, sendo 22,2 (n=10) com genotipo CC; 37,8% genotipo
CG (n=17) e 40% genotipo GG (n=18).

Os resultados da avaliacdo antropométrica e dos parametros clinicos relacionados a

sindrome metabdlica estao apresentados na tabela 3 (anexo 5).

As médias de idade das pacientes ndo foram diferentes entre os trés grupos avaliados.

Em relagdo aos critérios diagnosticos de Sindrome Metabdlica, observou-se que o grupo
rs6521 CC teve trés integrantes com a sindrome, enquanto o grupo rs6521 CG com cinco
integrantes e o grupo 1s6521 GG, seis pacientes que preencheram os critérios para sindrome

metabolica (p = 0,97; teste de qui-Quadrado).
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Nao houve diferenga significativa na distribui¢do dos pardmetros clinicos relacionados a
sindrome metabodlica entre os trés grupos genotipos encontrados para o rs6521 (tabela 3 —

anexo 5).

4.3.3 ASSOCIACOES CLINICAS COM GENOTIPOS DE rs1056914

4.3.3.1 GENOTIPOS DE rs1056914 VERSUS CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA
SINDROME DE OVARIOS POLICISTICOS

As 45 pacientes avaliadas para o rs1056914 foram divididas em trés grupos de
gendtipos: homozigoto para o alelo selvagem (genotipo AA), heterozigoto (gendtipo AC) e

homozigoto para a variante alélica (genotipo CC).

Apenas uma paciente do grupo rs1056914 AA e uma do grupo rs1056914 AC
apresentavam ciclos menstruais regulares (p = 0,45; teste de qui-Quadrado); todas as demais

tinham irregularidade menstrual.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na freqiiéncia de hiperandrogenismo
clinico e/ou laboratorial entre os trés grupos de gendtipos (p=0,31; teste de qui-Quadrado), nem
na distribui¢dao das pacientes com diferentes graus de hirsutismo segundo o genotipo (p=0,06;
teste de qui-Quadrado) (tabela 4 — anexo 5). No entanto, quando comparada a presenga do alelo
C e os valores médios do indice de Ferriman-Gallwey observados (p = 0,01; teste de ANOVA),
observados valores médios de 16+9 para o gendtipo homozigoto selvagem (AA), 10£8 para o
genotipo heterozigoto (AC) e 6+4 para o genotipo homozigoto variante (CC) (figura 3).
Aperfeicoando a andlise, em relacdo a presenca do genotipo variante em cardter de
codominancia, encontrado um odds ratio de 9,64 (intervalo de confianca de 3,4-15,8) e para o
gendtipo variante em carater recessivo, um odds ratio de 7,28 (intervalo de confianca de 1,7-

12,7) para o indice de Ferriman-Gallwey.
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Figura 3. Distribuicio da média do indice de Ferriman-Gallwey de acordo com os gendtipos do

rs1056914

43.3.2 GENOTIPOS DE rs1056914 VERSUS PARAMETROS CLINICOS
RELACIONADOS A SINDROME METABOLICA

Foram avaliados 45 pacientes quanto a presenca da variante do LH rs1056914.
Encontrados 17,8% (n=7) da amostra genotipo homozigoto selvagem (rs1056914 AA), 48,9%
(n=22) gendtipo heterozigoto (rs1056914 AC) e 31,9% (n=15) genotipo homozigoto variante
(rs1056914 CC).

Os resultados da avaliacdo antropométrica e dos parametros clinicos relacionados a

sindrome metabolica estdo apresentados na tabela 5 (anexo 5).
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As médias de idade das pacientes ndo foram diferentes entre os trés grupos avaliados (p

=0,93; teste de ANOVA).

Em relagdo aos critérios diagnosticos de Sindrome Metabdlica, observou-se que o grupo
rs1056914 AA teve dois integrantes com a sindrome, enquanto o grupo rs1056914 AC com
oito integrantes e o grupo rs1056914 CC, quatro pacientes que preencheram os critérios para

sindrome metabolica (p = 0,96; teste de qui-Quadrado).

Nao houve diferencas significativas na distribui¢do dos parametros clinicos
relacionados a sindrome metabolica entre os trés grupos de genoétipos encontrados para o

rs1056914 (Tabela 5 — anexo 5).

4.3.4 ASSOCIACOES CLINICAS COM GENOTIPOS DE rs2387588 / rs4287687

4.3.4.1 GENOTIPOS DE rs2387588 / rs4287687 VERSUS CRITERIOS DIAGNOSTICOS
PARA SINDROME DE OVARIOS POLICISTICOS

Foram avaliadas 47 pacientes quanto a presenca de critérios diagnodsticos de SOP
segundo o consenso de Rotterdam, para os rs2387588 / rs4287687. As pacientes foram
divididas em trés grupos de gendtipos: homozigoto para o alelo selvagem (rs2387588 TT e
154287687 AA), heterozigoto (rs2387588 TC e rs4287687 ADel — sendo Del representado por -
) e homozigoto para a variante alélica (rs2387588 CC e rs4287687 --).

A maioria dos pacientes apresentou ciclos menstruais irregulares, sendo que apenas uma
paciente com gendtipo homozigoto para os alelos selvagens (TT/AA) e um integrante do grupo

heterozigoto (TC/A-) apresentaram regularidade menstrual (p = 0,35; teste de qui-Quadrado).

Os valores médios encontrados para o indice de Ferriman-Gallwey foram diferentes na
presenca dos alelos variantes (C e -), sendo a média de 16+9 para o gendtipo homozigoto
selvagem (TT/AA), média de 8+7 para o genétipo heterozigoto (TC/A-), sendo média 10+8
para os homozigotos variantes, com p = 0,04 (teste de ANOVA) (Figura 4). Com o
aperfeicoamento da analise, observado um odds ratio de 7,2 para a presenca do genotipo

variante em carater recessivo (intervalo de confianga de 1,5-12,9). Ainda para fins de melhoria
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da andlise, encontrado um odds ratio de -26,5 em relagdo para o gendtipo variante em
superdominancia e a concentragdo sérica meédia de testosterona (intervalo de confianga de -52,2
a -0,8). Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na freqliéncia de
hiperandrogenismo clinico e/ou laboratorial entre os trés grupos de genoétipos (p=0,55; teste de
qui-Quadrado), nem na distribui¢do das pacientes com diferentes graus de hirsutismo segundo

o genotipo (p=0,20; teste de qui-Quadrado).

Nao foram encontradas relagdo entre os gendtipos variantes do polimorfismo do LHB e

as concentragdes hormonais analisadas relacionadas a SOP (tabela 6 — anexo 5).
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Figura 4. Distribuicdo da média do indice de Ferriman-Gallwey de acordo com os genétipos
rs2387588 / rs4287687
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4.3.4.2 GENOTIPOS DE rs2387588 / rs4287687 VERSUS PARAMETROS CLINICOS
RELACIONADOS A SINDROME METABOLICA

Foram analisados 47 pacientes, sendo 17% (n=8) gendtipo homozigoto selvagem (TT e
AA), 46,8% (n=22) gendtipo heterozigoto (TC e A-) e 36,2% (n=17) genotipo homozigoto

variante (CC e --).

A média de idade do grupo homozigoto selvagem (TT e AA) de 27+9 anos, o que nao
diferiu da média de idade (29+6 anos e 26+7anos) (p = 0,36) dos 22 pacientes identificados
com genoétipo heterozigoto (TC e A-), e dos 17 pacientes identificados como homozigotos

variantes (CC e --), respectivamente (p = 0,36; teste de ANOVA).

A caracterizacdo de sindrome metabolica pode ser concluida em dois pacientes com
gendtipo homozigoto selvagem, em sete heterozigotos e em cinco pacientes homozigotos

variantes (p = 0,93; teste de qui-Quadrado).

Nao houve diferencga significativa na distribuicdo dos parametros clinicos relacionados a
sindrome metabolica entre os trés grupos de gendtipos encontrados para os rs2387588 /

rs4287687 (tabela 7 — anexo 5).

4.3.5 ASSOCIACOES CLINICAS COM GENOTIPOS DE C1430A

4.3.5.1 GENOTIPOS DE C1430A VERSUS CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA
SINDROME DE OVARIOS POLICISTICOS C1430A

A irregularidade menstrual foi presente na maioria das pacientes com genotipo CC
(n=42) e em todos os pacientes com genotipo heterozigoto (n=3) (p = 0,70; teste de qui-

Quadrado).

As manifestagdes clinicas e/ou laboratoriais de hiperandrogenismo foram encontradas

em 33 (73,3%) integrantes do grupo com gendtipo CC, e em dois (66,7%) do grupo genotipo
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heterozigoto (CA). Nao houve diferencas significativas na distribuicdo de nenhum dos
parametros clinicos para diagnostico de SOP entre os diferentes genotipos, conforme

apresentado nas tabelas 8 e 9 (anexo 5).

43.52 GENOTIPOS DE C1430A VERSUS PARAMETROS CLINICOS
RELACIONADOS A SINDROME METABOLICA

Foram avaliados 47 pacientes em relacdo a presenca da variante do LH C1430A.
Encontrados 93,6% (n=44) gendtipo homozigoto selvagem (CC), 6,4% (n=3) com genétipo

heterozigoto (CA) Nao foi identificado o gendtipo homozigoto variante (AA).

Os resultados da avaliacdo antropométrica e dos parametros clinicos relacionados a

sindrome metabolica estdo apresentados na tabela 10 (anexo 5).

As médias de idade das pacientes nao foram diferentes entre os dois grupos avaliados (p

= 0,44; teste t de Student) (tabela 10 — anexo 5).

Quanto aos critérios diagnosticos de sindrome metabolica, os mesmos estiveram
presentes em 14 pacientes gendtipo homozigoto selvagem (CC), e em apenas um heterozigoto

(CA) (p = 1; teste exato de Fisher).

Nao houve diferenca significativa na distribui¢do dos parametros clinicos relacionados a
sindrome metabdlica entre os dois grupos de gendtipos encontrados para o C1430A (tabela 10 —

anexo 5).
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4.3.6 ASSOCIACOES CLINICAS COM GENOTIPOS DE rs1056917

4.3.6.1 GENOTIPOS DE rs1056917 VERSUS CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA
SINDROME DE OVARIOS POLICISTICOS

As 47 pacientes avaliadas para o rs1056917 foram divididas em trés grupos de
genotipos: homozigoto para o alelo selvagem (CC), heterozigoto (CT) e homozigoto para a

variante alélica (TT).

A irregularidade menstrual foi presente em todos os pacientes com gendtipo CC, na
maioria dos heterozigotos CT (n=18), assim como na maioris dos homozigotos para a variante

alélica TT (n=7) (p = 0,32; teste de qui-Quadrado).

As médias encontradas para o indice de Ferriman-Gallwey foram diferentes na presenga
do alelo variante T (p = 0,02; teste de ANOVA), com valores de média de 10+8 para gendtipo
homozigoto selvagem (CC), 7+7 para o genoétipo heterozigoto (CT), e média de 14+7 para o
genotipo homozigoto variante (TT) (figura 5). Aperfeicoando a analise, foi observado um odds
ratio de 7,4 em relacdo a presenca da variante em carater recessivo e o indice de Ferriman-
Gallwey (intervalo de confianga de 1,6-13,3). Porém, o hiperandrogenismo clinico e/ou
laboratorial (tabela 10 — anexo 5) ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p =
0,58; teste de qui-Quadrado), assim como a distribuicao das pacientes com diferentes graus de

hirsutismo segundo o genoétipo (p=0,09; teste de qui-Quadrado).
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Figura 5. Distribuicdo da média do indice de Ferriman-Gallwey de acordo com os genétipos do

rs1056917

4.3.6.2 GENOTIPOS DE rs1056917 VERSUS PARAMETROS CLINICOS
RELACIONADOS A SINDROME METABOLICA

Foram analisados os seqiienciamentos genéticos de 47 pacientes, sendo 42,6% (n=20)
com gendtipo homozigoto selvagem (CC); 40,4% (n=19) gendtipo heterozigoto (CT) e 17%

(n=8) homozigotos variantes (TT).

Entre os 20 pacientes com genotipo CC a média de idade foi de 28+7 anos o que nao
diferiu da média de idade (29+7 anos e 23+6 anos) dos pacientes com genotipo heterozigoto

(CT) e homozigoto para a variante (TT), respectivamente (p = 0,97; teste de ANOVA).
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Entre os 47 pacientes sequenciamentos analisados, a caracterizagdo de sindrome
metabolica pode ser concluida em sete individuos CC, em seis individuos CT, e em dois

individuos TT (p = 0,87, teste de qui-Quadrado).

Quanto as de mais caracteristicas antropométricas, de pressdo arterial e de parametros
laboratoriais relacionados a sindrome metabdlica, nao foram encontradas diferencgas

estatisticamente significativas (tabela 12 — anexo 5).

4.4 ANALISE DAS ASSOCIACOES ENTRE OS GENOTIPOS IDENTIFICADOS NO
GENE LHB E PARAMETROS CLINICOS

4.4.1 ANALISE MULTIPLA DOS PERFIS DE GENOTIPOS E PARAMETROS
CLINICOS

Foram identificados valores diferentes para o indice de Ferriman-Gallwey e os diversos
perfis genotipicos, de forma estatisticamente significativa (p = 0,003; teste de ANOVA) (tabela
14). Em seguida, mesmo resultado encontrado na avaliagdo dos perfis de genotipo e a
graduacdo de hirsutismo segundo o indice de Ferriman-Gallwey (p = 0,04; teste de qui-

Quadrado) (tabela 15).
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Tabela 14. Distribuicio das médias de hirsutismo definidos pelo indice semi-quantitativo
modificado de Ferriman-Gallwey de acordo com os grupos genotipicos encontrados nas 50
mulheres com diagndstico de sindrome dos ovarios policisticos

indice de Ferriman-Gallwey

Perfis de gendtipos p
n Média DP
TTCATACT 7 16 +10
TTCATAMT 1 15 )
TTCMYA-C 3 12 +6
TTGCC--C 14 7 4
TTGCYA-C 1 4 - 0,003*
TTGMYA-C 1 9 )
TTSMYA-C 16 7 +7
YYGMC--C 3 24 +1
YYSAYA-M 1 16 )

M, alelos A ou C; Y, alelos C ou T; S, alelos C ou G; *Teste de ANOVA

Tabela 15. Distribuicdo dos diferentes graus de hirsutismo definidos pelo indice semi-quantitativo

modificado de Ferriman-Gallwey*

indice de Ferriman-Gallwey

Perfis de genétipos Total
Ndo hirsuta Hirsutismo leve Hirsutismo grave
TTCATACT 1 3 3 7
TTCATAMT 0 0 1 1
TTCMYA-C 1 1 1 3
Trecec--c 10 3 1 14
TTGCYA-C 1 0 0 1
TTGMYA-C 0 1 0 1
TTSMYA-C 10 3 3 16
YYGMC--C 0 0 3 3
YYSAYA-M 0 1 0 1

M, alelos A ou C; Y, alelos C ou T; S, alelos C ou G; *p = 0,04 (teste de qui-Quadrado).

Aprofundando a anélise, observa-se que para os perfis de genodtipos TTGCC—C e
TTSMYA-C foi maior o nimero de mulheres ndo hirsutas de acordo com o indice semi
quantitativo de Ferriman-Gallwey (figura 6). Devido ao pequeno numero de sujeitos em estudo,
nao foi possivel aprimorar a analise das proporg¢des.
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Figura 6. Distribuic¢io do numero de mulheres para os diferentes graus de hirsutismo

definidos pelo indice semi-quantitativo modificado de Ferriman-Gallwey de acordo com cada
perfil genotipico

Nao foram encontradas associacdo dos perfis genotipicos das pacientes estudadas com a

concentragdo sérica de testosterona ¢ Homa RI (respectivamente, p=0,64 e 0,36; teste de
ANOVA) (tabelas 1 e 2 — anexo 6).

64
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4.4.2 ANALISE MULTIPLA DOS HAPLOTIPOS E PARAMETROS CLINICOS

Foram analisados os haplétipos e suas relagdes com o valor do indice de Ferriman-
Gallwey. Foi encontrado para o haplétipo TTCATACT e o indice de Ferriman-Gallwey um
odds ratio de 4,2 (intervalo de confianca de 1,3-7,2). Resultado semelhante foi identificado
para o haplétipo CCGAC-CC, com odds ratio de 19,1 (intervalo de confianca de 10,6-27,5)
(tabela 16).

Tabela 16. Relacao entre haplétipos e o valor do indice de hirsutismo de Ferriamn-Gallwey de 50
mulheres portadoras de sindrome dos ovarios policisticos

Hapl6tipo rs1800447 rs4349826 rs6521 rs1056914 rs2387588 rs427687 C1430A rs1056917 Freq(‘,znda OR (IC)
1 T T G c c - c c 52,8 0,00

2 T T C A T A C T 32,7 4’23'(2156 -

3 T T c c c - c c 033 7 79;61';57 -

4 T T C A T A C C 3 7’11("91'9?3_

> c c G A c c c 3 19i1217(,;3')66

6 T T C A T A A T 2,1 1'7i 1(";3;83 -

7 T T G A T A c T 1,1 3’561(7';(;')34

8 T T G C T A C C 1 'lfllé:ﬂ')%

aro . . . . . L . o1 TOl6ss-

OR, odds ratio; 1C, Intervalo de confianga.

Foram analisados os haplotipos no que se refere as graduacdes de hirsutismo segundo o
indice de Ferriman-Gallwey. Foi encontrado para o haplotipo TTCATACT, um odds ratio de
0,4 (intervalo de confianga de 0,1-0,7) (tabela 17).
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Tabela 17. Relacio entre haplotipos e a graduacio de hirsutismo pelo indice de Ferriman-Gallwey

de 50 mulheres portadoras de sindrome dos ovarios policisticos

Haplétipo rs1800447 rs4349826 rs6521 rs1056914 rs2387588 rs427687 C1430A rs1056917

1 T
2 T
3 T
4 T
5 C
6 T
7 T
8 T
raro *

*

*

A

C

C

C

T

Frequéncia
(%)
52,4 0,00

0,45 (0,14 —
0,77)
0,07 (-0,8 -
0,95)
1,09 (0,14 —
2,04)
1,79 (0,88 —
2,7)

0,55 (-0,52 —
1,61)

-0,23 (-1,66 —

1,2)

0,75 (-0,77 -
2,26)

0,34 (-1,12 -
1,81)

OR (IC)

32,8

3,4

<0,1

OR, odds ratio; 1C, Intervalo de confianca

Foram encontradas para os haplotipos CCGAC-CC, TTGCTACC e TTGATACT ¢ a

elevagdo da concentragdo sérica da testosterona, odds ratio positivos de 45,5 (intervalo de

confianga de 45,1-45,9), 2,1 (intervalo de confianca de 1,9-2,2) e 39,1 (intervalo de confianca

de 39-39,3), respectivamente. No entanto, foram identificadas para os haplotipos TTCCC-CC,

TTCATACC e TTCATAAT e elevagao da concentragdo sérica de testosterona odds ratio de

valores numéricos negativos: -6,6 (intervalo de confianga de -7,2 - -5,9), -22,5 (intervalo de

confianga de -22,9 — 22,1) e -22,6 (intervalo de confianga de -23 - -22,3), respectivamente

(tabela 18).
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Tabela 18. Relacao entre haplétipos e a concentracdo sérica de testosterona total de S0 mulheres

portadoras de sindrome dos ovarios policisticos

Haplétipo rs1800447 rs4349826 rs6521 rs1056914 rs2387588 rs427687 C1430A rs1056917

1

2

raro

T

T

T

T

G

C

C

A

C

T

C

C

C

T

Frequéncia

(%)
53,5

29,4

3,8

3,6

3,6

2,5

1,2

1,1

<0,1

OR (IC)

0,00
2,37 (-4,34 —
9,09)
6,62 (-7,29 -
-5,95)
22,54 (-
22,96 - -
22,12)
45,55 (45,19
-45,91)
-22,65 (-
23,01--22,3)
2,11 (1,97 -
2,25)
39,19 (39,07
-39,31)
-17,55 (-
17,74 - -
17,37)

OR, odds ratio; 1C, Intervalo de confianga.

50 mulheres com sindrome dos ovarios policisticos estudadas.

Nao foi encontrada relagdo entre o Homa-RI e os haplétipos definidos para o grupo de



68
5 DISCUSSAO
5.1 FREQUENCIA DOS GENOTIPOS DOS POLIMORFISMOS DO GENE LHB

A frequéncia do polimorfismo rs rs1800447 / rs34349826 no gene LHB diverge entre os
diferentes grupos étnicos. Essa mutacdo tem sido identificada mundialmente em individuos
inférteis e individuos férteis e saudaveis, com freqiiéncias elevadas como 41,9% na populagdo
finlandesa (HAAVISTO et al., 1995) e 53,5% em aborigenes australianos (NILSSON et al.,
1997; TAPAINEN et al., 1999; LAMMINEN et al., 2000). A freqiiéncia na populagdao de
negros sulafricanos de 17,9% (NILSSON ef al., 1997); em tchecos 17,5% (STARKA et al.,
1999) e em japoneses e chineses, freqiiéncia 12 e 14% respectivamente (NILSSON et al.,
1997). No entanto, foi demonstrada freqiiéncia de 0% em populagio dos Kotas do sul da India
(TAPAINEN et al, 1999; LAMMINEN et al, 2000). Um estudo realizado no Brasil
identificou freqiiéncias de 16,6% e 14,4% em individuos com hipogonadismo
hipogonadotrofico e individuos saudaveis respectivamente (BERGER et al, 2005). Essa
variagdo de freqiiéncia aponta para possivel vantagem deste polimorfismo durante a evolucao
humana. O LH variante pode representar uma forma antecessora do LH comum, por ter sido
encontrado em populacdes de diferentes historias evolutivas (NILSSON et al., 1997,

LAMMINEN et al., 2000).

No que se refere a freqiiéncia da variante em mulheres com SOP, foi descrito, na
Inglaterra, freqiiéncia do genotipo heterozigoto (TC/TC) de 15% em mulheres saudaveis e de
21% em obesas com SOP (RAJKHOWA et al., 1995). Posteriormente, descrita nas populagdes
finlandesas, inglesas e americanas, freqiiéncias de 22 a 72% do genotipo heterozigoto (TC/TC)

em mulheres com SOP (TAPANAIEN et al., 1999).

Em outro estudo, na Turquia, a variante LH foi analisada compararando-se grupo de
mulheres com SOP e outro grupo sem a doenca, quando se observou freqiiéncia de 3% em

mulheres com SOP e de 17% em mulheres do grupo controle (KORAY et al., 1999).

No presente estudo, 50 pacientes com diagnostico de SOP foram analisados quanto a
existéncia dos polimorfismos rs1800447 / rs34349826 do gene LHB. A frequéncia encontrada
foi de 8,7% para o genoétipo heterozigoto TC. Nao foi identificado o gendtipo homozigoto
variante CC. A freqliéncia alélica (alelo: T=95,4% e C=4,5%), foi semelhante aos valores

descritos no pubmed, conforme as populacdes estudadas: para os europeus, a freqiiéncia do
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alelo T ¢ de 88,3%, e do C ¢ de 11,7%, para os africanos, o alelo T tem 93,5% de presenca e o

alelo C tem 6,5%, ja nos asiaticos, o T esta presente em 96% e o C em 4% dos casos.

Nao hé, no Brasil, estudo similar de andlise de freqiiéncia do LH variante rs1800447 /
rs34349826 em mulheres com SOP. A taxa encontrada em nosso trabalho foi maior que a
relatada por Koray et al. (freqiiéncia de 3%) (1999), e menor que em outros trabalhos citados

(de 21% por RAJKHOWA et al., 1995; e de 22 a 72% por TAPANAIEN et al., 1999).

Interessante notar que a variante ¢ progressivamente menos freqiiente conforme a maior
distancia dos paises nordicos europeus (TAKAHASHI et al., 1998). Observa-se mudanga na
frequéncia de 41,9% em finlandeses para 13% em outros paises europeus de maior distancia
geografica, e apenas 12% em japoneses (KORAY et al.,1999). Localizado em grande distancia
dos paises de maior frequéncia da variante, apesar da miscigenagdo, ja seria esperado que a
populagdo brasileira apresentasse freqliéncia reduzida da variante rs1800447 / rs34349826 do

gene LHB.

As freqiiéncias alélicas dos demais polimorfismos do gene LHB analisados neste estudo,
apresentaram resultados semelhantes aos descritos pelo pubmed, onde as frequéncias alélicas

estdo descritas de acordo com populacdes (tabela 21).
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Tabela 19. Distribuicao das freqiiéncias dos alelos dos polimorfismos do gene LHB das 50 mulheres
estudadas com sindrome dos ovarios policisticos, e as frequéncias alélicas para esses polimorfismos

encontradas no pubmed, descritas para as populacoes em geral

Alelos Literatura Alelos Literatura

Polimorfismo Localizagdo selvagens variantes

Populagdo  Alelos (%) Populagéo Alelos (%)

(observado-%) (observado-%)

rs1800447 Européia 88,3 Européia 11,7
éxon 2 T (95,4) Africana 93,5 C(4,5) Africana 6,5
rs34349826 Asidtica 96 Asidtica 4
Européia 70,2 Européia 29,8
rs6521 éxon 2 C(59) Africana 65,2 G (41) Africana 34,8
Asidtica 38 Asidtica 62
Européia 41,5 Européia 58,5
rs1056914 éxon 2 A (42,2) Africana 32,6 C(41) Africana 67,4
Asidtica 64 Asidtica 36
Européia 29,8 Européia 70,2
rs2387588
intron 2 TeA(40,4) Africana 26,1 Ce-(59,6) Africana 73,9
rs4287687
Asidtica 60 Asidtica 40
Européia 70,2 Européia 29,8
rs1056917 éxon 3 C(62,8) Africana 78,3 T(37,2) Africana 21,7
Asidtica 40 Asidtica 60

5.2 rs1800447 / rs34349826 E CONCENTRACAO SERICA DO HORMONIO
LUTEINIZANTE

Um grupo de estudiosos finlandeses testou varios anticorpos monoclonais para
mensuracdo de LH e detectou uma forma imunologicamente anomala de LH, em uma mulher
saudavel e mae de dois filhos. Anticorpos monoclonais que reagiam com LH intacto o/ dimero

nao detectaram niveis de LH concordantes com sua fertilidade (PETTERSON et al., 1992).

No polimorfismo rs1800447 / rs34349826 do gene LHB, duas sucessivas mutacdes
pontuais no ¢éxon 2 da subunidade [ sdo responsaveis pela producdo deste LH
imunologicamente andmalo. Ocorre a substituicdo de dois aminoacidos na molécula do LH:
Trp® (TCG) pela Arg® e Ile'>(ATC) pela Thr'>(ACC); a tltima introduz uma glicosilagio extra
de um oligossacarideo na Asn * da subunidade p. Essa mudanga molecular resulta em um LH

nao mensuravel por anticorpos para a molécula intacta do LH pelos ensaios convencionais de
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quimioluminescéncia (SUGANUMA et al, 1996; LAMMINEN et al., 2001; BERGER et al.,
2005).

Petterson et al. (1992), Haavisto et al. (1995) e Nilsson et al. (1998) desenvolveram um
método imunolégico para deteccdo do LH abrangendo a fragdo LHP. Nesse método, o LH
sérico ¢ mensurado por dois ensaios imunofluorimétricos com diferentes combinacdes de
anticorpos monoclonais. O primeiro detecta apenas o LH selvagem (método 1), e o segundo,
detecta o LH selvagem e o variante (método 2). De acordo com a razdo método 1/ método 2,
define-se grupos de resultados baseados no perfil genotipico para o polimorfismo rs1800447 /
rs34349826 do gene LHf: grupo homozigoto variante (razdo zero ou aproximada), grupo
heterozigoto (razdo baixa, de 0,5 a 0,75) e grupo homozigoto selvagem (razdo normal, de 1 a

2).

Utilizando-se deste método de deteccdo da concentracao sérica do LH, incluindo a
detec¢do da variante, alguns estudos tém buscado analisar valores de concentracdo sérica do

LH em desordens ovarianas variadas.

Ao avaliar mulheres com SOP, descreveu-se uma elevagdo significativa da
concentragdo sérica do LH nessas mulheres (7,5 Ul/l) em relagdo a grupo controle saudavel
(4,4 U/l), com p = 0,001. A concentragdo do LH fora avaliada pelo método 2. Quando
analisadas a razao dos resultados entre os métodos 1 e 2, as mulheres cuja relagdo era baixa ou
normal, ou seja, genotipos heterozigoto e homozigoto selvagem, nessa ordem, exibiram

concentragoes séricas semelhantes de LH (TAPANAINEN et al., 1999).

Takahashi et al., 1999, ao avaliar mulheres japonesas com diversas desordens ovarianas,
ndo encontraram diferenca entre a concentragdo média do LH (medida por imunofluorimetria) e

a presenca da variante alélica C entre grupos com ou sem desordens ovarianas.

Entretanto, em 1999, Koray et al. avaliaram as concentragdes séricas do LH por ensaio
convencional de quimioluminescéncia em mulheres com SOP, e encontraram valores inferiores
para mulheres rs1800447 / rs34349826 genoétipo heterozigoto (TC/TC) em relagdo ao grupo de
mulheres saudaveis, com p = 0,03. Os demais hormonios avaliados no estudo apresentaram
concentragdes s€ricas que ndo diferiram entre os grupos avaliados. Essa diferenca
provavelmente foi encontrada pela inabilidade do método em detectar o LH variante (KORAY

et al., 1999). Conclusdo similar a obtida em avaliagdo do caso de uma paciente jovem, infértil,
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apresentando oligomenorréia e hirsutismo, com concentragdo sérica de LH normal, em que foi

detectado o gendtipo heterozigoto (KURIOKA et al., 1999).

No Brasil, foi avaliada a presenga do polimorfismo do gene LHB rs1800447 /
rs34349826 em pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico. A concentragdo sérica do LH
foi medida por método imunofluorimétrico. Nao houve relacdo entre a presenca da variante
alélica C com os valores de LH para grupo genotipo heterozigoto (TC/TC) em relagdo a grupo
controle saudavel (BERGER et al., 2005). Assim também observado em relacdo a mulheres
finlandesas com abortos recorrentes espontaneos. Nesse grupo, a concentragdo sérica média do
LH, avaliada por método imunofluorimétrico, ndo diferiu entre o grupo com genotipo
heterozigoto (TC/TC) e o grupo controle gendtipo homozigoto selvagem (TT/TT)
(TULPPALA et al., 1998).

Em nosso estudo, a média da concentracdo sérica do LH nas pacientes com genotipo
heterozigoto (TC/TC) ndo apresentou diferenga significativa em relagdo ao grupo de gendtipo
homozigoto selvagem (TT/TT) (4,93£2,59 mUI/ml versus 9,99+12,06 mUI/ml,
respectivamente, com p = 0,412). Apesar dos poucos representantes no grupo heterozigoto, a
analise da concentragdao da variante foi realizada pelo método de quimioluminescéncia, o qual
ndo ¢ capaz de detectar variantes genéticas do LH. Apesar disso, os resultados ndo confirmaram
a expectativa de se obter menor concentragdo sérica do LH no grupo de genétipo heterozigoto.
Observa-se uma limitacdo existente neste estudo relacionada ao periodo do ciclo menstrual no
qual foram coletadas as amostras sanguineas. A coleta ndo foi realizada em periodo
padronizado, uma vez que o periodo ideal seria a fase folicular do ciclo menstrual; o que pode

ter gerado grande variagdo entre os valores de concentragdo sérica do LH obtidos nesse estudo.

5.3 rs1800447 / rs34349826 E SINDROME METABOLICA

Tém sido relatadas diferencas de freqiiéncia do polimorfismo do gene LHB rs1800447 /
rs34349826 quando relacionados obesidade e o diagnostico de SOP. Um estudo inglés
comparou a taxa entre mulheres com ciclos menstruais regulares ¢ mulheres com a sindrome.
Nao foram encontrados valores significativos para o grupo de mulheres com SOP nao obesas,
contrastando com os resultados obtidos em mulheres obesas com a sindrome (RAJKHOWA et

al., 1995).
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Tulppala et al., 1998, ao avaliarem o polimorfismo em mulheres inférteis, encontraram
relacdo entre a presenga da variante alélica C (60%) em grupo de mulheres com sobrepeso, ndo

identificada naquelas com peso normal (30%), com p<0,05.

Em andlise de mulheres japonesas com variadas desordens ginecologicas, ndo foi
encontrada diferenca na freqiiéncia da variante alélica C no grupo de pacientes com diagndstico
de SOP, com ou sem obesidade (TAKAHASHI ef al., 1999). O mesmo resultado foi descrito
em estudo realizado com populagdes finlandesas, inglesas e americanas, nas quais a presenga
do polimorfismo foi similar entre obesas € ndo obesas, com ou sem a sindrome. No entanto, a
freqiiéncia foi menor em obesas com SOP, sugerindo que o polimorfismo do gene do LHB
possa exercer alguma protecdo em individuos obesos. Concluiu-se entdo que a avaliagdo do
polimorfismo rs1800447 / rs34349826 no gene LHB poderia discriminar individuos com maior

ou menor risco para o desenvolvimento de SOP (TAPANAIEN et al., 1999).

Em nosso trabalho, o grupo com genotipo homozigoto selvagem (TT/TT) para o
polimorfismo rs1800447 / rs34349826 era composto de maioria obesa. Ja no grupo de genotipo
heterozigoto (TC/TC), todos os individuos eram obesos. Porém, ndo houve relacdo
estatisticamente significativa entre obesidade e a presenca da variante alélica C (p = 0,28),

assim como entre o aumento da circunferéncia abdominal e o gendtipo heterozigoto (p = 0,13).

Nota-se ainda, que ndo foi identificada relacdo da obesidade com os demais
polimorfismos analisados. O mesmo resultado encontrado quando realizada a analise multipla
de polimorfismos identificados no gene do LHB das 50 pacientes com sindrome dos ovarios

policisticos avaliadas neste trabalho.

54 POLIMORFISMOS DO GENE LHB E PARAMETROS DA SOP -
HIPERANDROGENISMO, HIRSUTISMO E RESISTENCIA INSULINICA

O diagnostico de hirsutismo utilizando indice semi-quantitativo modificado de
Ferriman-Gallwey ¢ passivel de criticas. O indice utiliza meio matematico para definir
distribuicao de caracteres qualitativos anormais da pilificagdo. Sua realiza¢ao ¢ subjetiva, por
ser examinador dependente, e ainda ¢ sujeito a varidvel como a depilagdo. Nao diferencia a

importancia entre as areas corporais analisadas e ndo considera a velocidade de crescimento
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dos pélos corporais (BARTH et al., 2007). Em nosso estudo, a avaliagdo do indice de Ferriman

— Gallwey foi realizado por um tnico examinador.

Foram observados diferentes valores para o indice de hirsutismo semi-quantitativo
modificado de Ferriman-Gallwey na presenca do alelo variante C para o rs1800447 /
rs34349826, de forma estatisticamente significativa, com p = 0,04. Para esse polimorfismo, no
grupo de mulheres com SOP estudado, entre os pacientes com genotipo homozigoto selvagem
(TT/TT), 69% apresentavam-se hirsutas. Entre as pacientes heterozigotas (TC/TC), todas
hirsutas, 25% apresentou hirsutismo leve e 75% hirsutismo grave, com indice de Ferriman —

Gallwey minimo de 16 e maximo de 25.

Estudos anteriores mostraram associagdo da SOP com hirsutismo em 86% (KORAY et
al., 1999) e 56,7% dos casos (AMATO et al., 2006). Apesar da pequena amostra de pacientes
com genotipo variante do presente estudo, obtivemos relacdo e frequéncia genotipica com o

hirsutismo compativeis as encontradas nestes trabalhos.

Na literatura, ainda nao foi realizada avaliac¢do direcionada ao estudo da relagdo entre o
polimorfismo rs1800447 / rs34349826 do gene LHB ¢ a presenca ou mesmo graduagdo do
hirsutismo, assim como ndo ha trabalho que tenha realizado, simultaneamente, avaliagdo da
relagio desse polimorfismo com hirsutismo e SOP. E possivel que a maior bioatividade do LH
variante possa influenciar a manifestagdo fenotipica da SOP, incluindo o hirsutismo,
justificando os resultados descritos. No entanto, a avaliagao desse parametro em maior nimero
de pacientes com SOP e a identificagdo de maior numero de individuos portadores do alelo C

sd0 necessarias para esclarecer essa diferenca

Autores tentaram correlacionar a presenca do hirsutismo com as concentragdes séricas

de andrégenos.

Em um estudo inglé€s, o autor identificou que mulheres com genotipo heterozigoto
(TC/TC) para o polimorfismo rs1800447 / rs34349826 apresentavam concentragdes séricas
elevadas de estradiol, testosterona e globulina ligadora de hormoénios sexuais (SHBG), quando
comparadas com individuos de genotipo homozigoto selvagem (TT/TT) para o gene LHB.
Correlacionou-se o achado com a maior atividade do LH variante in vivo (RAJKHOWA et al.,
1995). Porém, analisando pacientes finlandesas saudaveis, foram comparados grupos com LHB

em gendtipo variante (TC/TC e CC/CC) e LHB gen6tipo homozigoto selvagem (TT/TT), de
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idades entre 16 e 72 anos. Nao houve diferenga relacionada a SHBG ¢ a concentracgdo sérica de
estradiol para todas as idades. Apenas foi notada tendéncia a elevacao da concentracdo sérica
de testosterona como aumento da faixa etdria, com significativa diferenca entre as mulheres em
menopausa, gendtipo variante, € o gendtipo homozigoto selvagem. Sugere-se que o LHB
variante, por sua maior bioatividade, estaria relacionado a maior intensidade de hiperplasia
estromal ovariana, com conseqiiente maior producdo de testosterona em mulheres

menopausadas (HILL ez al., 2000).

Em nosso estudo, a presenga do hiperandrogenismo foi de 100% no grupo variante,
enquanto no grupo genotipo homozigoto selvagem (TT/TT) de 76,2% (p = 0,56). No entanto, a
avaliacdo laboratorial do hiperandrogenismo, pela medida da concentracdo sérica da
testosterona total, ndo demonstrou significado estatistico que justificasse a influéncia da
presencga da variante alélica C e o hirsutismo. Dentre as mulheres heterozigotas (TC/TC), trés
apresentaram concentracdo sérica de testosterona normal, e apenas uma paciente teve
testosterona elevada (191 ng/dl). Observa-se a dificuldade de se avaliar a testosterona sérica,
por ndo corresponder ao tipo e concentragdo exata de horménios androgénicos em acdo no
nivel intracelular. Além disso, € possivel que o pequeno nimero de pacientes identificadas com

genotipo variante tenha influenciado esses resultados.

Ao estudar a SOP e hirsutismo, Cosar et al., 2008, confirmaram nao haver relagao entre
a presenca do hirsutismo e alteracdo em hormonios sexuais. Porém, observaram ligagao entre o
hirsutismo e a sensibilidade insulinica. Alguns autores t€m demonstrado que a insulina e o fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF) estariam envolvidos com o estimulo da unidade
pilosebacea, juntamente com os androgenos. Foi demonstrada a presenga de RNA mensageiro
de IGF na papila dérmica do foliculo piloso em regido de topografia de pilificagdo tipicamente
masculina. Porém, ndo foi observada sua expressdo em foliculos capilares cutaneos de outras
localizagdes. Houve aumento do RNA mensageiro do IGF estimulada por androgenos, o qual
foi antagonizado por acetato de ciproterona. Desse modo, sugeriu-se o envolvimento do IGF na
inducdo de desenvolvimento de pélos sob estimulo androgeno (ITAMI et al., 1995).
Posteriormente, em estudo envolvendo o hirsutismo idiopatico, foi observado que essas
pacientes apresentavam maior concentragdo sérica de insulina, assim como Homa — RI elevado,

(UNLUHIZARCI e al., 2004).

De acordo com a teoria dos mecanismos que desencadeiam o hiperandrogenismo em

mulheres com hiperinsulinemia, altas concentracdes de insulina circulante agem no estroma
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ovariano tanto por via do receptor de insulina, quanto do receptor de IGF-I. Nessas células, o
IGF-I em sinergismo com o LH, promove a luteinizagao do estroma ovariano, atresia folicular e
predominancia na producdo de androgenos e, consequentemente, a fracao livre da testosterona,

contribuindo, assim, para o aumento do hiperandrogenismo (MOTTA et al., 2000).

Em avaliacdo de mulheres hirsutas, foi demonstrada a associagdo entre o indice de
Ferriman—Gallwey e a reducdo da sensibilidade insulinica. Essa relagdo também esteve
presente em pacientes com indice da massa corpérea dentro dos limites da normalidade
(AMATO et al., 2006). Em contraste, estudo posterior ndo confirmou relacdo entre hirsutismo
e resisténcia insulinica, porém foram avaliados apenas pacientes com peso normal ou sobrepeso

(COSAR et al., 2008).

No presente trabalho foram identificados diferentes e significativos resultados na
presenca dos alelos variantes de alguns polimorfismos do gene LHB (rs1800447 / rs34349826,
rs1056914, rs2387588 / rs427687, rs1056917), para os perfis de gendtipos e para os hapldtipos
TTCATACT e CCGAC-CC, e as médias encontradas para o indice de Ferriman-Gallwey. Para
o polimorfismo rs1800447 / rs34349826, o resultado poderia ser justificado pelo exposto
anteriormente no que se refere a maior bioatividade do LH variante circulante. Todavia, para os
demais polimorfismos, ndo hé registros na literatura de estudos sobre a estrutura molecular e
fisiologia dos mesmos que possam melhor esclarecer o resultado encontrado. Nota-se ainda, a
intrigante relagdo do indice de Ferriman com o rs2387588 / rs427687. Esse polimorfismo
encontra-se em desequilibrio de ligacdo nas bases 1155 ¢ 1162 do intron 2. Como a regido
splicing do intron 2 inicia-se na base 1149, consequentemente espera-se que esses
polimorfismos ndo sejam traduzidos. Portanto, o resultado apresentado levanta a hipotese de
que a presenca dos polimorfismos rs2387588 / rs427687 poderia criar sitio de splicing

alteranativo no gene LHB.

Foi significativo o resultado encontrado para o haplétipo TTCATACT no que se refere
a graduagdo de hirsutismo segundo o indice de Ferriman-Gallwey. Da mesma forma para os
haplétipos CCGAC-CC, TTGATACT e TTGCTACC com a elevagdo da concentracao sérica
da testosterona, com odds ratio de valores numéricos positivos, denotando-os como fator de
risco para a presenga de hiperandrogenismo laboratorial. No entanto, para os haplotipos
TTCCC-CC, TTCATACC e TTCATAAT, o odds ratio de valores numéricos negativos,

denotou fator protetor para a presenca desses haplotipos e elevagao da testosterona.
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Nao foi identificada relagao entre os polimorfismos isolados ou os haplétipos das 50
mulheres com SOP e o Homa-RI. Portanto, no presente estudo, ndo foi possivel afirmar que a
presenc¢a dos polimorfismos no gene LHB, estivesse associada a resisténcia insulinica nas 50

mulheres avaliadas com a sindrome dos ovarios policisticos.

5.5 POLIMORFISMOS DO GENE LHB E FERTILIDADE

Infertilidade pode ser atribuida a doengas tanto masculinas quanto femininas. Afeta 10 a
20% dos casais com distribui¢do de freqiiéncia semelhante entre ambos (LIAO ef al., 1998). A
SOP representa a principal causa de anovulagdo cronica, estando associada a infertilidade em

até 75% dos casos (SERAFINI ez al., 2007).

A relacdo entre os polimorfismos do gene LHB e fertilidade ndo ¢ bem definida. Foi
descrita a possibilidade de que o polimorfismo rs1800447 / rs34349826 poderia estar envolvido
em quadros de recorréncia espontanea de abortamentos (definida como pelo menos trés
episodios consecutivos), uma vez que o LH age na manutencdo e fun¢do do corpo liteo e
subseqiiente maturacdo endometrial. Entre as mulheres finlandesas estudadas, a freqiiéncia do
polimorfismo foi similar a encontrada na populagdo geral e ainda ndo houve relagdo com a

presenca da variante alélica C (TULPPALA ef al., 1998).

Outros autores estudaram mulheres japonesas com variadas desordens ginecologicas,
incluindo infertilidade. O polimorfismo rs1800447 / rs34349826 foi observado em 21,1% das
pacientes inférteis, e 26,2% no grupo fértil, ndo havendo diferenga estatistica entre os mesmos.
As mulheres estudadas inférteis, com faléncia ovariana prematura — FOP - (definida como a
perda de funcdo ovariana antes dos 40 anos de idade), tinham gendtipo variante em 53,3% dos

casos (TAKAHASHI et al., 2001).

No presente trabalho, das quatro pacientes com gendtipo heterozigoto (TC/TC) para o
polimorfismo rs1800447 / rs34349826, apenas uma paciente relatou gestagdo, com paridade
correspondente. Porém, o numero de pacientes avaliados foi pequeno. Acrescenta-se ainda o
fato da tenra idade das mesmas, uma delas com 16 anos, sendo a de idade mais avancada, 29
anos, primigesta. Portanto, ndo foi possivel analisar a presenga da variante alélica C desse

polimorfismo e sua potencial influéncia na fertilidade nessas pacientes.
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Com o objetivo de investigar a existéncia de relagdo entre o polimorfismo do gene do
LHB 151056917 e a infertilidade feminina, autores observaram que 4% das mulheres inférteis
com endometriose tinham gendtipo heterozigoto (CT). Nao foram encontrados outros
polimorfismos na leitura do seqiienciamento genético dos éxons 2 e 3 do gene LHB das

mulheres estudadas (LIAO et al., 1998).

Ainda ndo esta definido o efeito da presenga do polimorfismo rs1056917 na fertilidade
feminina. No entanto, a mutagdo, mesmo em gendtipo de heterozigose, ¢ causa de infertilidade

masculina (RAMANUJAM et al., 2000).

A glicina ¢ um importante componente na formacdo de regides hidrofobicas em
estruturas proteicas, e a serina apresenta cadeia polarizada. O polimorfismo rs1056917 do gene
do LHB provoca a substituicdo de uma glicina pela serina, o que introduz for¢a hidrofilica na
molécula do LH. Observa-se ainda que a serina ¢ um importante aminodcido presente no sitio
de ligacdo de oligossacarideos na porgdo carboxiterminal do hCG. A introdugdo da serina
poderia criar um potencial sitio de glicosilagdo da subunidade B do LH. Isso poderia afetar sua
conforma¢do natural e consequentemente sua funcionalidade, podendo relacionar-se com a

infertilidade (LIAO et al., 1998; 2002).

Liao et al (2002) estudaram também a bioatividade dos genotipos variantes do
polimorfismo rs1056917, expressado em células de ovario de ratas chinesas, cotransfectadas
com a subunidade alfa do LH, a variante da subunidade beta do LH ¢ com o LHB gendétipo
homozigoto selvagem (CC). A variante alélica T ndo foi relacionada a alteragao na eficacia da
dimerizacao afy subunidades do LH. Entretanto, apresentou menor ligacdo ao seu receptor,
assim como menor biopoténcia para estimulo da producdo de progesterona, quando comparada
ao homozigoto selvagem. No estudo, ndo foi encontrada ligacdo oligossacaridea relacionada a
serina introduzida na variante analisada. Concluiu-se que o genétipo variante estaria
relacionado a infertilidade especificamente por alteragdo em sua fungdo gonadal (LIAO et al.,

2002).

No que diz respeito a infertilidade masculina, foram avaliadas variantes do LHB
rs1056917 em homens inférteis chineses de Singapura. Observado 3,4% de individuos genétipo

heterozigoto (CT), sendo que todos apresentavam varicocele (RAMANUJAM et al., 2000).
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J& Ramanujam et al. (1999) relacionaram polimorfismos distintos do gene LHB
(rs1800447 / 1s34349826 e rs1056917) com a presenga de disturbios do ciclo menstrual em
mulheres chinesas de Singapura. Nao foram encontrados resultados relevantes para o primeiro
polimorfismo entre o grupo com disturbio menstrual e o grupo controle. A respeito do segundo,
o mesmo foi encontrado apenas em mulheres com distirbios menstruais, de forma

estatisticamente significativa.

No presente estudo, das 27 pacientes com gendtipo variante para o polimorfismo
rs1056917, 25,9% (n=7) sdo férteis. Apenas uma paciente (3,7%), que apresentou genotipo
variante em heterozigose (CT), tinha histérico de trés gestagdes com um aborto espontaneo.
Porém, acrescenta-se a necessidade de melhor investigacdo sobre a fertilidade das 50 mulheres
estudadas nesse trabalho, com um maior detalhamento sobre as tentativas de gravidez e

condigdes relacionadas a gestagao.

5.6 VARIANTE DO GENE LHB C1430A

Como mencionado sobre a estrutura do LHB, a asparagina ¢ um importante aminoacido
de N-glicosilagdo da molécula. A nova mutacdo encontrada corresponde a substituicdo de uma
citosina por uma adenina na base 1430, localizada no éxon 3 da subunidade 3 do LH. Isso
resulta na troca do aminoacido treonina por uma asparagina, representando um potencial sitio

de uma glicosilacdo extra na molécula do LHB.

Entre as trés pacientes identificadas com o gendtipo heterozigoto (CA) (casos 7, 14 e
32), uma paciente (caso 14) tem fertilidade comprovada com uma gestagdo, sem historico de
dificuldades para engravidar. No entanto, as demais pacientes sdo nuliparas, sem tentativas de
gravidez. Conforme relatado pelas mesmas, nos casos 7 e 14 ha histéria de infertilidade na
familia (caso 7: tia paterna com duas gestacdes sofrendo dois abortos espontaneos; caso 14: tia
materna infértil, sem histérico de abortamentos). Nao foi relatado, pelos casos 7 e 14,
ocorréncia de neoplasias hormdnio-dependentes (prostata, mama ou ttero), ou endometriose ou
varicocele nas respectivas familias. A paciente correspondente ao caso 32 perdeu o seguimento

e ndo pdde ser contactada apos ter sido identificada a mutagao.

Nesse estudo, como anteriormente detalhado, ndo foram identificadas relagdes entre os

critérios clinicos e/ou laboratoriais analisados e a presenca da variante alélica A nos gendtipos
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heterozigotos identificados. Estudos posteriores poderiam melhor esclarecer se existem, e quais
seriam, as alteragOes estruturais e funcionais dessa nova mutag¢ao sobre a molécula do LHB e

sua fisiologia.
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6 CONCLUSOES

-A frequéncia encontrada dos polimorfismos do gene LHB analisados em 50 mulheres
brasileiras portadoras da sindrome dos ovarios policisticos foi semelhante a descrita na

literatura, tanto para populagdes normais de diferentes etnias, quanto para mulheres com SOP.

-Para os polimorfismos do gene LHB: rs1800447 / 1s34349826, rs1056914, rs2387588 /
rs427687, rs1056917, a média do indice de Ferriman-Gallwey foi diferente entre as mulheres
com genotipo selvagem e variante. Para os polimorfismos rs1800447 / rs34349826 e rs1056917
essa média foi maior nos variantes em relagdo aos selvagens e para os polimorfismos
rs1056914 e rs2387588 / rs427687 foi menor. Resultado semelhante, com odds ratio positivo,
foi observado para os haplotipos TTCATACT (OR=4,2) e CCGAC-CC (OR=19,1).

-Os perfis genotipicos TTGCC—C e TTSMY A-C apresentaram maior nimero de mulheres ndo

hirsutas.

-No que compete aos critérios clinicos de SOP, mais especificamente a manifestacdo clinica de
hiperandrogenismo representada pela presenga do hirsutismo, foi observado que as quatro
mulheres com genétipo heterozigoto para o rs1800447 / rs34349826 apresentaram maior

graduacdo do hirsutismo segundo o indice de Ferriman-Gallwey.

-Foi identificado um odds ratio positivo (OR=0,4) para o haplétipo TTCATACT e a presenca

de hirsutismo.

-No que se refere a manifestacdo laboratorial de hiperandrogenismo, os haploétipos CCGAC-
CC, TTGATACT e TTGCTACC apresentaram odds ratio positivos (OR: 45,5, 2,1 e 39,1,
respectivamente) para a elevacdo da concentragdo sérica da testosterona. Entretanto, os
haplotipos TTCCC-CC, TTCATACC e TTCATAAT, revelaram protegdo para o

hiperandrogenismo laboratorial, com odds ratio de valores negativos (OR=-6,6; -22,5 ¢ -22,6).

-Em respeito a SM, ndo foram observadas associa¢des entre os critérios clinicos da sindrome e

os polimorfismos do gene LHB, assim como para os haplétipos identificados.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Pesquisador Responsavel-Contatos

Dra. Michele Delarmelina Reis Borba

3448-5000 Telefone Geral HUB
3448-5229 Departamento Clinica Médica
3448-5255 Ambulatorio de Endocrinologia

SGAN Quadra 605 L2 Norte

UNIVERSIDADE DE BRASILIA Asa Norte Brasilia-DF
CEP 70.840-901

SERVICO DE ENDOCRINOLOGIA

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O pesquisador responsavel pela pesquisa intitulada “ANALISE DA FREQUENCIA E DA REPERCUSSAO DA
VARIANTE ALELICA DA SUBUNIDADE BETA DO HORMONIO LUTEINIZANTE EM INDIVIDUOS
COM SINDROME DE OVARIOS POLICISTICOS”, convida a senhora a participar como voluntaria desta
pesquisa. Através deste documento, vem a informa-la o seguinte:

1- Estou participando de minha livre e espontanea vontade desta pesquisa, que avaliara a manifestacdes clinicas e
laboratoriais existentes na Sindrome de Ovarios Policisticos e a correlagdo com presenca de variante do Hormdnio
Luteinizante (vLH). Esta pesquisa servira para verificar se ha relag@o entre a existéncia de variantes genéticas do
LH genéticas e as manifestagdes da Sindrome dos Ovarios Policisticos. Fui claramente informada sobre esta
pesquisa € 0 exame que sera realizado:

Serei solicitada a fornecer uma amostra de sangue de cerca de 20 ml; sera feita pungdo na minha veia para
coleta de sangue. Fui satisfatoriamente informada de que este procedimento NAO resulta em riscos
graves a minha satde, apenas terei o desconforto da picada de agulha para pungdes de veia.A partir da
coleta do sangue, serdo cultivadas as células brancas do meu sangue para obter DNA (o meu codigo ou
identidade genética), para que nele seja estudado o gene que possa estar alterado e relacionar-se a doenga.

2- Fui informada de que a minha participag@o nesta pesquisa € importante para os avangos dos conhecimentos da
Medicina, que ocorrem através de estudos como este. Neste caso, este estudo podera contribuir para melhorar o
entendimento das doengas relacionadas ao sistema reprodutivo.

3- Poderei ter acesso a todas as informagdes e esclarecimentos que desejar, a qualquer momento, antes ou durante
a pesquisa e tenho assegurado o direito de abandonar a participagdo nesta pesquisa a qualquer momento, sem
qualquer conseqiiéncia ou prejuizo para mim ou no meu atendimento, bastando para isto comunicar o meu desejo
aos pesquisadores responsaveis.

4- Nenhum tipo de pagamento sera feito pela minha participagdo como voluntaria nessa pesquisa, mas tenho a
garantia de que todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ndo serdo de minha responsabilidade,
excetuando-se o transporte € a alimentacdo que se fizerem necessarios.

5- Quando estiver concluida a pesquisa, poderei, sob minha expressa solicitagdo, ser informada detalhadamente
sobre os resultados e ter uma copia da mesma.

6- Os pesquisadores garantem que qualquer informagao pessoal bem como a minha participag@o serdo mantidas
sob sigilo, e a descrigdo e publicacao dos resultados ndo resultard em identificagdo da pessoa examinada.

Sendo assim, concordo em participar da pesquisa acima descrita.
Brasilia, ........... de v de ...........

Nome: Pesquisador Responsavel:

Assinatura: Testemunha:
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Termo CLI Registro

SOP - Hiperandrogenismo - LHv

Ficha de avaliagao de pacientes
Nome:

Telefone:

Endereco:

Data de Nascimento:
Idade:

Data primeira consulta:
Data da reavaliagdo:

Medicamentos em uso

Cortisol Basal Cortisol pés 1mg dexa Prolactina TSH
T4 livre Glicemia Insulina Homa IR
FSH LH Testosterona DHT
Androstenediona 170HP DHEA SDHEA
Peso Quadril
Altura Ferriman
IMC Manifestacoes de
hiperandrogenismo
PAS
PAD G P A
PAM Ciclos Menstruais
Cintura Observacgoes
Lipidograma

Triglicerideos Colesterol Total HDL LDL VLDL




8.3 ANEXO 3

INDICE SEMI-QUANTITATIVO MODIFICADO DE FERRIMAN-GALLWEY
UTILIZADO PARA AS AVALIACOES DAS 50 MULHERES PORTADORAS DE
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS
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Figura 1: Escore semi-quantitativo da Feriman e Gallwey modificado
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8.4 ANEXO 4

TABELAS DE CARACTERISTICAS DIVERSAS DAS 50 PACIENTES CASO A CASO
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Tabela — Relacio de parimetros da sindrome dos ovarios policisticos e concentracdes séricas

hormonais caso a caso.

Ferriman Testosterona LH/FSH LH FSH Prolactina TSH
1 21 62 61 3 5 2,08
2 13 52 1,11 2 1 9,1 3,13
3 32 170 1,66 7 4 11,6 1,83
4 13 48 1,89 15 8 15,1
5 25 94 1,39 7 5 28,1 2,07
6 12 147 2,37 16 7 7,5 55
7 15 32 45 2 5 20,7 1,52
8 9 1,06 2 2 14,3 1,47
9 9 65 1,48 1 7 49 4,20
10 2 25 74 4 5 42
11 0 57 3,33 12 4 36 3,25
12 6 28 82 5 6 63 2,82
13 18 83 3 3 12,6 3,57
14 16 45 32 2 7 7,9 72
15 5 2 1,02 7 7 9,5 2,24
16 23 2,32 10 4 46
17 4 45 2,53 14 5 20,9 1,69
18 55 75 7 10 73 1,80
19 55 1,65 10 6 19,3 13,90
20 0 83 2,45 13 5 12,6 1,61
21 12 29 64 5 7 7,8
2 6 27 53 6 1 20,4 4,57
23 7 75 2,07 9 4 45
24 17 66 2,07 14 8,6 3,09
25 2 34 69 3 4 59 231
26 24 191 1,00 3 18,2 1,70
Total n 50 45 49 49 49 48 a1
Média 9,48 62,14 1,5349 9,10 5,77 12,070 2,5702
E:j:’;z +7,949 42,741 +1,28557 +11,240 +2,466 16,6147 +2,08610
Mediana 7,50 51,90 1,0719 7,18 5,31 10,350 2,0900
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Tabela — Relacio de parimetros da sindrome dos ovarios policisticos e concentracdes séricas
hormonais caso a caso. Continuac¢ao:

Ferriman Testosterona LH/FSH LH FSH Prolactina TSH
26 24 191 1,00 3 3 18,2 1,70
27 2 40 76 5 6 8,0 2,95
28 15 13 75 4 5 5,7
29 11 34 69 3 4 26,3 4,05
30 1 31 40 2 6 5,0 2,09
31 7 25 71 4 6 11,0 86
32 3 53 6,77 23 3 10,4
33 3 46 6,53 78 12 9,7 1,07
34 2 54 2,09 8 4 83
35 2 20 86 12 14 10,3 3,50
36 11 190 1,74 10 6 14,9 3,36
37 0 64 1,36 8 6 12,2 2,47
38 16 104 1,41 7 5 16,7 3,78
39 0
40 4 101 82 2 2 21,0 2,96
41 35 1,06 3 3 19,5 62
42 13 31 92 7 8 6,6 1,57
43 8 1,02 7 7 9,5 2,24
44 5 84 1,25 6 5 12,6 1,68
45 0 38 52 2 3 638 1,20
46 23 44 1,07 7 7 2,4 3,77
47 3 82 2,22 10 4 10,6 1,94
48 22 32 1,20 8 7 15,4 1,83
49 4 67 2,92 15 5 3,7 1,22
50 104 2,39 23 10 27,5 2,10

Total n 50 45 49 49 49 48 41
Média 9,48 62,14 1,5349 9,10 5,77 12,070 2,5702
Eaej;’;z +7,949 42,741 +1,28557 £11,240 +2,466 16,6147 £2,08610
Mediana 7,50 51,90 1,0719 7,18 531 10,350 2,0900




Tabela —Relacio de parimetros de Sindrome Metabdlica caso a caso.
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Pressao Pressdo Circunferéncia
Idade IMC arterial arterial . Glicemia | Triglicerideos HDL HOMA-IR
sistolica | diastdlica abdominal

1 29 18,55 130 80 69 82 ,88
2 28 31,45 120 80 95 88 84 48 1,91
3 42 34,22 130 80 105 119 247 34 9,73
4 24 31,31 100 70 101 86 200 46 1,82
5 16 29,72 100 70 100 82 116 33 2,81
6 23 19,92 110 70 70 97 ,74
7 20 30,41 120 80 107 74 112 42 3,91
8 20 31,44 110 80 68 74 104 61 ,93
9 23 42,46 120 80 118 74 51 57 1,11
10 36 22,76 100 70 88 75 7,87
11 35 27,47 120 80 89 102 373 44 7,18
12 25 33,18 110 80 113 101 131 41 6,48
13 25 27,62 120 60 82 89 85 82 ,79
14 29 27,69 110 70 97 114 115 24 6,14
15 37 31,79 120 90 97 87 69 44 1,05
16 20 35,38 120 90 110 82 56 46 5,32
17 14 21,05 110 60 80 78 37 58 2,77
18 39 37,72 120 80 104 107 60 45 3,54
19 34 28,16 120 90 95 107 91 65 3,20
20 32 28,02 100 60 88 98 94 64 1,32
21 23 31,25 110 70 76 88 43
22 28 21,29 120 80 78 85 73 43 ,99
23 31 34,93 110 70 107 81 210 2,02

24 38 20,93 100 70 81 80 83 58 10,21
25 35 33,76 100 70 112 122 275 39 6,93
n 50 50 50 50 50 49 40 39 49

Média 27,70 28,0080 113,16 74,48 89,55 90,35 112,82 49,97 3,8222

Total Desvio
padrio 16,795 | 16,82704 | +12,055 +10,234 +16,500 +12,562 173,319 +13,802 | +3,33800
Mediana | 26,50 | 28,0642 110,00 70,00 88,00 88,00 88,00 46,00 2,7733




Tabela — Relacio de parimetros de Sindrome Metaboélica caso a caso. Continuacio:
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Pressdo Pressdo Circunferéncia
Idade IMC arterial arterial . Glicemia | Triglicerideos HDL HOMA-IR
sistélica | diastdlica abdominal
26 22 42,72 120 80 127 97 211 30 13,53
27 34 28,52 142 110 86 95 49 37 3,00
28 33 31,39 110 70 82 119 6,02
29 22 23,04 100 60 88 107 10,99
30 16 18,59 90 60 70 83 81 85 2,68
31 19 21,63 120 80 80 75 71 46 8,67
32 25 21,23 96 64 68 96 531
33 22 21,72 110 60 70 91 5,12
34 24 19,38 110 70 69 95 3,24
35 24 20,20 110 70 69 74 50 80 2,17
36 29 34,63 120 80 103 89 100 46 1,32
37 26 28,11 120 80 97 93 52 45 4,87
38 26 38,01 100 80 112 87 258 33 11,64
39 30 21,56 100 70 70
40 35 43,64 130 90 111 87 117 41 3,59
41 27 26,20 110 70 87 77 112 49 1,14
42 41 19,83 100 60 82 97 54 66 1,08
43 37 27,55 120 70 90 95 69 44 1,85
44 22 18,93 110 70 72 84 90 67 ,43
45 23 26,66 120 80 75 91 63 55 ,45
46 23 30,83 150 80 99 97 102 45 3,86
47 32 31,63 130 90 97 88 86 46 2,56
48 34 23,53 100 70 70 86 67 50 ,89
49 29 32,17 110 70 114 81 130 57 2,42
50 24 16,21 100 60 61 71 85 53 ,35
n 50 50 50 50 50 49 40 39 49
Média 27,70 28,0080 113,16 74,48 89,55 90,35 112,82 49,97 3,8222
Total Desvio
padrio 46,795 | £6,82704 | +12,055 +10,234 416,500 +12,562 473,319 413,802 | +3,33800
Mediana | 26,50 | 28,0642 110,00 70,00 88,00 88,00 88,00 46,00 2,7733
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8.5 ANEXO S

TABELAS DE DIVERSAS VARIAVEIS ANALISADAS E SUAS DISTRIBUICOES DE
ACORDO COM OS DIVERSOS GENOTIPOS DE CADA POLIMORFISMO AVALIADO
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-POLIMORFISMO DO GENE LHB rs6521:

Tabela 1 — Concentra¢oes hormonais segundo o genétipo para o rs6521
CC (homozigoto

CG (heterozigoto) GG (homozigoto

selvagem) variante) p
n Média DP n Média DP n Média DP
Testosterona Total (ng/dl) 10 71 +56 17 48 122 18 75 +52 1,56*
LH (mUI/ml) 10 8 16 17 8 16 18 12 +17 0,50*
FSH (mUI/ml) 10 5 12 17 6 +3 18 6 12 0,90*
LH/FSH 10 1,45 +0,7 17 1,6 +1,65 18 1,62 +1,3 0,06*

DP, desvio padrdo; LH, hormoénio luteinizante; FSH, hormoénio foliculo estimulante; *Teste de ANOVA

Tabela 2 - Distribuicdo dos valores das médias do indice de Ferriman-Gallwey de acordo com os
genoétipos do polimorfismo do gene LHB rs6521

AA (homozigoto . . .
AC (heterozigoto) CC (homozigoto variante)
selvagem)
n Média DP n Média DP n Média DP p

Ferriman & Gallwey 8 14 +7 22 11 +10 15 7 +5 0,01*
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Tabela 3 — Caracteristicas antropométricas, pressio arterial e parametros laboratoriais
relacionados a sindrome metabdlica de acordo com o genétipo para rs6521 em 46 mulheres com
sindrome dos ovarios policisticos

h i h i
CC (homozigoto CG (heterozigoto) GG ( o.mongoto
selvagem) variante) P
n Média DP n Média DpP n Média DpP
Idade (anos) 10 28 +8 17 29 16 18 27 +7 0,52*

indice de massa corporal
10 29,1 15,6 17 26,6 16,8 18 28,3 +7,9 0,43*

(Kg/m?’)
Circunferéncia abdominal
10 94 +16 17 86 +16 18 89 +18 0,52*
(cm)
Pressdo Arterial Sistélica
10 112 +10 17 112 +12 18 115 +14 0,67*
(mmHg)
Pressdo Arterial Diastolica
10 77 +7 17 71 19 18 76 +13 0,35*
(mmHg)
Glicemia (mg/dl) 10 88 +14 17 92 +14 18 90 19 0,71%
Triglicerideos (mg/dl) 10 127 465 17 105 184 18 104 160 0,30*
HDL (mg/dl) 10 47 +9 17 57 +18 18 46 +12  0,10*
Homa - RI 10 4,8 13,5 17 2,83 12,1 18 3,8 +4,0  031*

DP, desvio padrdo; HDL, lipoproteina de alta densidade; Homa-RI, “Homeostasis model assessment”- resisténcia insulinica; * teste
de ANOVA
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-POLIMORFISMO DO GENE LHB rs1056914

Tabela 4 — Concentra¢des hormonais segundo o gené6tipo para o rs1066914

AAS(:I?,angzr:g;) to AC (heterozigoto) CC (homozigoto variante) o
n Média DP n Média DP n Média DP
Testosterona Total (ng/dl) 8 55 +46 22 65 145 15 67 146 0,68*
LH (mUI/ml) 8 8 16 22 8 +5 15 13 +19 0,37*
FSH (mUI/ml) 8 6 12 22 6 +3 15 6 12 0,81*
LH/FSH 8 1,29 +0,8 22 1,2 +1,4 15 1,7 +1,4 0,77*
DP, desvio padrdo; LH, hormoénio luteinizante; FSH, hormoénio foliculo estimulante; *teste de ANOVA
Tabela 5 — Caracteristicas antropométricas, pressao arterial e parametros laboratoriais

relacionados a sindrome metaboélica de acordo com o genotipo para rs1056914 em 45 mulheres com
sindrome dos ovarios policisticos

AA (homozigoto . . .
AC (heterozigoto) CC (homozigoto variante)
selvagem) p
n Média DP n Média DP n Média DP
Idade (anos) 8 26 16 22 28 +7 15 28 +8 0,93*

indice de massa corporal
(Kg/m?)
Circunferéncia Abdominal

28,5 5,3 22 27,9 +7,2 15 27,4 17,9 0,93*

8 89 +17 22 91 +18 15 86 +15 0,76*
(em)
Pressdo Arterial Sistdlica
109 18 22 114 +14 15 113 +12 0,82*
(mmHg)
Pressdo Arterial Diastolica
75 18 22 74 18 15 75 +15 0,69*
(mmHg)
Glicemia (mg/dl) 8 86 +14 22 91 +13 15 91 +10 0,99*
Triglicerideos (mg/dl) 8 109 +51 22 121 +81 15 93 +60 0,65*
HDL (mg/dl) 8 45 +12 22 52 +16 15 50 +12 0,22*
Homa - RI 8 3,45 +2,7 22 4,1 +3,5 15 3,3 *3,5 0,90*

DP, desvio padrdo; HDL, lipoproteina de alta densidade; Homa-RI, “Homeostasis model assessment”’- resisténcia insulinica; *
teste de ANOVA
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-POLIMORFISMO DO GENE LHB rs2387588 / rs4287687

Tabela 6 — Concentracdes hormonais segundo o genétipo para o rs2387588 / rs4287687 e as
variaveis relacionadas a Sindrome dos Ovarios Policisticos das 47 pacientes avaliadas

TT e AA (homozigoto . CC e -- (homozigoto
TC e A-(heterozigoto) .
selvagem) variante) p

n Média DP n Média DP n Média DP
Testosterona Total (ng/dl) 8 76 +65 22 49 +24 17 76 +52 0,14*
LH (mUI/ml) 8 8 +5 22 7 +5 17 12 +17 0,30*
FSH (mUI/ml) 8 5 12 22 6 +3 17 6 12 0,77*
LH/FSH 8 1,4 10,7 22 1,2 10,8 17 1,7 +1,3  0,35*

DP, desvio padrio; LH, hormoénio luteinizante; FSH, hormoénio foliculo estimulante;*teste de ANOVA

Tabela 7 — Caracteristicas antropométricas, pressio arterial e parimetros laboratoriais relacionados
a sindrome metabélica de acordo com o genétipo para os rs2387588 / rs4287687 em 47 mulheres
com sindrome dos ovarios policisticos

TT e AA (homozigoto TC e A-(heterozigoto) CCe-- (v.arlante
selvagem) homozigoto) p
n Média DP n Média DP n Média DP
Idade (anos) 8 27 +9 22 29 16 17 26 +7 0,36*
indice de massa corporal
2 8 28,6 5,7 22 27,7 +7,2 17 28,1 +7,3 0,95*
(Kg/m?)
Circunferéncia Abdominal
8 90 +18 22 89 +16 17 90 +18 0,96
(cm)
Pressdo Arterial Sistdlica
8 111 +11 22 114 +11 17 115 +14 0,79
(mmHg)
Pressdo Arterial Diastolica
8 76 +7 22 74 19 17 75 +13 0,88*
(mmHg)
Glicemia (mg/dl) 8 87 +15 22 90 +13 17 90 +10 0,76*
Triglicerideos (mg/dl) 8 131 +76 22 101 +71 17 114 168 0,63*
HDL (mg/dl) 8 47 19 22 54 +16 17 46 +12 0,23*
Homa - RI 8 39 +3,4 22 3,4 +2,8 17 3,9 +4 0,86*

DP, desvio padrio; HDL, lipoproteina de alta densidade; Homa-RI, “Homeostasis model assessment”- resisténcia insulinica; * teste
de ANOVA



MUTACAO DO GENE LHB C1430A

Tabela 8 — Concentracdes hormonais segundo o gendtipo para o C1430A

106

CC (homozigoto selvagem) CA (heterozigoto)
n Média DP n Média DpP .
Testosterona Total (ng/dl) 44 65 +45 3 43 +10 041*
LH (mUI/ml) 44 8 +5 3 9 +12 0,85*
FSH (mUI/ml) 44 6 12 3 5 12 0,70*
LH/FSH 44 1,3 +1,1 3 2,5 #3,6 0,64*

DP, desvio padrdo; LH, Hormonio luteinizante; FSH, Hormonio foliculo estimulante;*Teste t de Student

Tabela 9 - Distribuicdo dos valores das médias do indice de Ferriman-Gallwey de acordo com os

gendétipos da variante do gene LHB C1430A

CC (homozigoto selvagem) CA (heterozigoto)
p
n Média DP n Média DpP
Ferriman-Gallwey 44 10 18 3 11 +7 0,73*

*Teste t de Student
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Tabela 10 — Caracteristicas antropométricas, pressio arterial e parimetros laboratoriais
relacionados a sindrome metaboélica de acordo com o genétipo para C1430A em 47 mulheres com

sindrome dos ovarios policisticos

CC (homozigoto selvagem) CA (heterozigoto)

n Média DP n Média DpP :
Idade (anos) 44 28 +7 3 25 +5 0,44*
indice de massa corporal (Kg/mz) 44 28,3 +7,1 3 6,4 +4,7 0,65*
Circunferéncia Abdominal (cm) 44 90 +17 3 91 +20 0,52*
Pressdo Arterial Sistolica (mmHg) 44 113 +12 3 109 +12 0,52*
Pressao Arterial Diastélica (mmHg) 44 75 +10 3 71 +8 0,53*
Glicemia (mg/dl) 44 90 +12 3 95 +20 0,56*
Triglicerideos (mg/dl) 44 114 +77 3 114 +2 0,99*
HDL (mg/dI) 44 51 +14 3 33 +13 0,07*
Homa - RI 44 3,8 +3,5 3 5,1 +1,1 0,52*

DP,desvio padrio; HDL, lipoproteina de alta densidade; Homa-RI, “Homeostasis model assessment”- resisténcia

insulinica;*Teste t de Student
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POLIMORFISMO DO GENE LHB rs1056917

Tabela 11 — Concentracdes hormonais segundo o gendtipo para rs1056917

€C (homozigoto CT (heterozigoto) TT (homozigoto variante)
selvagem) p
n Média DP n Média DpP n Média DpP
Testosterona Total (ng/dl) 20 70 +50 19 57 +35 8 56 +46 0,29*
LH (mUI/ml) 20 8 +5 19 8 +6 8 7 +6 0,97*
FSH (mUI/ml) 20 6 +2 19 6 +3 8 5 +2 0,90*
LH/FSH 20 1,3 40,6 19 1,6 10,8 8 1,3 +0,7 0,78*

DP, desvio padrdo; LH, hormoénio luteinizante; FSH, hormoénio foliculo estimulante; *Teste de ANOVA

Tabela 12 - Caracteristicas antropométricas, pressio arterial e pariametros laboratoriais
relacionados a sindrome metabélica de acordo com o genétipo rs105617para de 47 mulheres com
sindrome dos ovarios policisticos

CC (homozigoto CT (heterozigoto) TT (homozigoto variante)
selvagem) p
n Média DP n Meédia DP n Meédia DP
Idade (anos) 20 28 +7 19 29 +7 8 26 +6 0,97*
indice de massa corporal

2 20 29 +7,8 19 27,1 46,6 8 28,6 +5,7 0,70*

(Kg/m?)

Circunferéncia Abdominal
20 92 +17 19 89 +17 8 89 +17 0,81*
(em)
Pressao Arterial Sistélica

20 114 +14 19 113 +12 8 110 19 0,86*

(mmHg)

Pressdo Arterial Diastolica

20 76 +12 19 73 19 8 76 +7 0,68*

(mmHg)
Glicemia (mg/dl) 20 92 +13 19 92 +13 8 83 +8 0,62*
Triglicerideos (mg/dl) 20 123 +74 19 109 186 8 104 +52 0,56*
HDL (mg/dl) 20 45 +12 19 54 +17 8 49 +7 0,15*
Homa - RI 20 4,42 4,1 19 3,74 +2,9 8 2,93 +2,57 0,61*

DP,desvio padrdo; HDL, lipoproteina de alta densidade; Homa-RI, “Homeostasis model assessment’- resisténcia insulinica;
*Teste de ANOVA



109

8.6 ANEXO 6

TABELAS DE DISTRIBUICOES DE VARIAVEIS DISTINTAS DE ACORDO COM
PERFIS DE GENOTIPOS
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TABELAS DE DISTRIBUICOES DE VARIAVEIS DISTINTAS DE ACORDO COM
PERFIS DE GENOTIPOS

Tabela 1 - Distribuicio das concentracdes médias de testosterona de acordo com perfil genotipico
das 50 pacientes com sindrome dos ovarios policisticos*

Concentragdo de testosterona (ng/dl)

Perfis de genétipos p
n média Desvio padrdo
TTCATACT 7 34 +69
TTCATAMT 1 32 ]
TTCMYA-C 3 49 +19
TrGCc--C 14 68 +45
TTGCYA-C 1 101 - 0,36*
TTGMYA-C 1 65 ;
TTSMYA-C 16 45 +23
YYGMC--C 3 110 +75
YYSAYA-M 1 45 ]

*teste de ANOVA; M, alelos A ou C; Y, alelos C ou T; S, alelos C ou G

Tabela 2 - Distribuicio Homa-RI de acordo com perfil genotipico das 50 pacientes com sindrome
dos ovarios policisticos*

Homa RI
Perfis de genétipos p
n média Desvio padrédo

TTCATACT 7 3,90 #3,9
TTCATAMT 1 3,91 -

TTCMYA-C 3 6,20 4,1

TTGCC--C 14 3,39 3,6

TTGCYA-C 1 3,59 - 0,64*
TTGMYA-C 1 1,11 -

TTSMYA-C 16 2,79 2,5

YYGMC--C 3 6,73 +5,9

YYSAYA-M 1 6,14 -

*teste de ANOVA; M, alelos A ou C; Y, alelos C ou T; S, alelos C ou G
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8.7 ANEXO 7

DOCUMENTO DE APROVACAO DO TRABALHO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA



Universidade de Brasilia

Facu]dagie de Ciéncias da Satide
Comité de Etica em Pesquisa —CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto: 091/2007

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

Pesquisadora Responsével: Michele Delarmelina Reis Borba

Data de Entrada; 22/08/2007.

Com base nas Resolugoes 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 Satide da Universidade de Brasilia, apds andlise dos aspectos éticos e do
contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 091/2007 com o titulo: “Anilise
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
apresentacao 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 Resolucio 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
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