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Resumo

Introducdo: Dentre os varios desafios a serem superados pelos médicos e
pacientes nos tratamentos de FIV/ICSI podemos destacar a alta variabilidade e
dificuldade em prever a resposta ovariana, apos o uso das gonadotrofinas em diferentes
protocolos de estimulacdo. Os critérios idade, dosagem do hormodnio anti-mulleriano
(HAM) e contagem de foliculos antrais (CFA) vém sendo empregados com a finalidade
de ajudar os médicos na individualizagdo dos protocolos de estimula¢do ovariana em
ciclos de reproducdo assistida. Embora esses pardmetros sejam largamente utilizados
para prever a reserva ovariana, muitas vezes ndo se tem um valor preditivo significativo.
Essa variabilidade pode ser devida as predisposi¢des genéticas dos polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs). Objetivo: Verificar a influéncia dos polimorfismos TP53
(rs1625895), TP73 (rs3765730), MMP9 (rs17576) e MTHFR (rs868014) na
classificacdo da reserva ovariana em pacientes inférteis. Casuistica e Métodos: Um
estudo de coorte foi conduzido em 145 mulheres inférteis que procuraram os Centros de
Reprodugdo Assistida envolvidos. Os critérios de inclusdo foram: idade <37 anos, ciclo
menstrual regular, a presenca dos dois ovarios avaliados pelo ultrassom, sem historia de
cirurgia ovariana, sem historia de endometriose e sem hidrossalpinge, infec¢cdes ou
problemas enddcrinos. Amostra de sangue periférico de cada paciente foi usada na
determina¢do do hormoénio anti-mulleriano utilizando-se o kit da Beckman Coulter Inc
(Genll) e na obtencdo do DNA gendmico para genotipagem dos polimorfismos TP53
T>C (rs1625895), TP73 G>A (rs3765730), MMP9 GIn>Arg (rs17576) e MTHFR A>G
(rs868014) através da técnica de PCR em tempo real. A contagem de foliculos antrais
foi realizada por meio da ultrassonografia transvaginal. Para a comparagao das varidveis

categoricas foi utilizado o teste exato de Fisher. Para comparacdo das variaveis



Resumo ix

continuas com distribuicdo normal foi utilizado o teste #-Student e para aquelas que nao
tinham distribui¢do normal foi utilizado o teste Mann-Whitney. Além disso, a analise de
razdo de chance (odds ratio) foi utilizada para determinar a associagao de cada
polimorfismo na predicdo da reserva ovariana baixa. O valor alfa adotado foi 5%.
Resultados: Foram compostos 02 grupos através das diferentes dosagens do HAM e
CFA: 86 mulheres foram caracterizadas como sendo Reserva ovariana Baixa (RB)
(HAM <Ing/mL + CFA <9) e 59 como Reserva ovariana Normal (RN) (HAM >2ng/mL
+ CFA >15). A partir dessa classificagdo, comparamos os dois grupos (RB X RN) em
relacdo aos gendtipos de cada polimorfismo estudado. As mulheres caracterizadas como
reserva ovariana baixa apresentaram uma incidéncia maior dos seguintes genotipos:
TP53-T/T; TP73-G/G; MMP9-GIn/GIn ¢ MTHFR-AA. Conclusées: A presenca dos
gendtipos  TP53-T/T, TP73-G/G, MMP9-GIn/Gln e MTHFR-AA aumenta,
respectivamente, em 3,5 / 2,5 / 3,0 e 3,6 vezes a chance da mulher apresentar RB.
Adicionalmente, a associagdo dos gendtipos TP53-T/T+TP73-G/G aumenta em 4,7
vezes a chance da mulher apresentar RB. Portanto, esses polimorfismos podem ser
utilizados como uma ferramenta adicional para classificar a reserva ovariana.
Palavras-chave: 1. Reserva Ovariana; 2. Hormonio Anti-Mulleriano; 3. Contagem de

Foliculos Antrais; 4. Polimorfismos de Nucleotideo Unico; 5. Reprodugao Assistida; 6.
Fertilizagdo in vitro/Intracytoplasmic Sperm Injection.
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Abstract

Introduction: Among all the challenges to be overcome by physicians and
patients in IVF/ICSI treatments, we can highlight the high variability and the difficulty
in predicting the ovarian response after the use of gonadotrophins in different
stimulation protocols. The criteria such as age, anti-mullerian hormone (AMH) and
antral follicle count (AFC) had been employed to assist physicians in the
individualization of ovarian stimulation protocols for assisted reproduction cycles.
Although these parameters are widely used to predict ovarian reserve, we often do not
have a significant predictive value. This variability may be due to genetic
predispositions of single nucleotide polymorphisms (SNPs). Objective: To investigate
the influence of TP53 (rs1625895), TP73 (rs3765730), MMP9 (rs17576) e MTHFR
(rs868014) polymorphisms in the classification of ovarian reserve in infertile patients.
Casuistics and Method: A cross-sectional study was carried out in 145 infertile women
who underwent infertility evaluation in the Assisted Reproduction Centers involved. All
of the recruited women met the following inclusion criteria: age <37 years, body mass
index between 20-30 kg/m2, regular menstrual cycle, ultrasound evidence of the two
ovaries and no ovarian surgery, no endometriosis, no hydrosalpinx, infections or
endocrine problems. Peripheral blood sample from each patient was used to measure
anti-Miillerian hormone using the Beckman Coulter Inc (Genll) kit and to genotype the
TP53T>C (rs1625895), TP73G> A (rs3765730), MMPIGIn>Arg (rs17576) and
MTHFRA>G (1rs868014) polymorphisms. The antral follicle count was performed by
transvaginal ultrasonography. Fisher's exact test was used to compare the categorical
variables. For the comparison of continuous variables with normal distribution, the

Student's t test was used and for those without normal distribution, the Mann-Whitney
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test was used. In addition, odds ratio analysis was used to determine the association of
each polymorphism in the prediction of low ovarian reserve. The alpha value adopted
was 5%. Results: Two groups were selected by different dosages of AMH and AFC: 86
women were characterized as being low ovarian reserve (LOR) (AMH <lng/mL + AFC
<9) and 59 as normal ovarian reserve (NOR) (AMH >2ng/mL + AFC >15). After this
classification, we compared the two groups (LOR X NOR) in relation to the genotypes
of each polymorphism studied. Women characterized as LOR presented higher
incidence of the following genotypes: TP53-T/T; TP73-G/G; MMP9-GIn/Gln and
MTHFR-A/A. Conclusions: The presence of the TP53-T/T, TP73-G/G, MMP9-
GIn/Gln and MTHFR-A/A genotypes increases, respectively in 3.5 /2.5 /3.0 / 3.6-fold
in the chance of the woman presenting LOR. In addition, the association of the TP53-
T/T + TP73-G/G genotypes increases in 4.7-fold the chance of the woman presenting
LOR. Therefore, these polymorphisms can be used as an additional tool to classify the
ovarian reserve.

Keywords: 1. Ovarian Reserve; 2. Anti-Miillerian Hormone; 3. Antral Follicle count;

4. Single Nucleotide Polymorphisms; 5. Assisted Reproduction; 6. In vitro
Fertilization/Intracytoplasmic Sperm Injection.
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1. INTRODUCAO

Tem sido bem documentado que a resposta ovariana a estimulagdo com
gonadotrofinas ¢ variavel e imprevisivel." Essa variabilidade na resposta representa um
dos desafios para assegurar a eficicia e a seguranca nos tratamentos de FIV. Algumas
mulheres apresentam resposta aumentada com uma dose minima de hormoénio foliculo
estimulante recombinante humano (r-hFSH) favorecendo o desenvolvimento da
Sindrome de Hiperestimulacdo Ovariana (SHO), enquanto outras mulheres apresentam
baixa resposta resultando em uma diminuicdo do nimero de odcitos maduros
impossibilitando a formagdo de um embrido viavel, levando ao cancelamento do ciclo.”

Ambas situagdes implicam em repeticdes do ciclo de estimulagdo durante o
tratamento de FIV podendo trazer desconforto e risco as pacientes, além de uma
diminui¢dao nas chances de obter uma gravidez. Métodos alternativos de estimulacdo
ovariana estdo sendo desenvolvidos para que o manejo de pacientes com SHO ou de
pacientes que respondem mal a estimulacdo seja mais assertivo facilitando o nascimento
de uma crianca saudavel com o menor namero de ciclos de estimulagio.®

E sabido que o uso isolado da idade como fator preditivo da reserva ovariana, bem
como da resposta aos ciclos de FIV/ICSI ndo ¢ eficiente.) Na grande maioria, o
numero ¢ a qualidade dos odcitos diminuem com a idade, mas ha mulheres de uma
mesma faixa etaria que apresentam potencial reprodutivo totalmente diferente. O padrao
de deplegao folicular, bem como os fatores que estdo envolvidos no mecanismo de
reducdo do numero e qualidade dos o6citos permanecem nio esclarecidos.”

Além da idade, varios fatores tem sido utilizados para predizer a reserva ovariana.
7 Dentre esses marcadores podemos destacar a dosagem do horménio anti-mulleriano

(HAM) ¢ a contagem dos foliculos antrais (AFC).">
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O HAM ¢ uma proteina produzida pelas células da granulosa que circundam os
foliculos pré-antrais e antrais de tamanho pequeno e sua dosagem em amostra de sangue
periférico reflete o tamanho do pool desses foliculos."*'” E uma maneira indireta de
prever a capacidade reprodutiva. Varios estudos demonstraram que o HAM diminui
com a idade e tem uma boa correlacio com a resposta ovariana."'® Embora haja relatos
na literatura que 0 HAM se mantém estavel durante o ciclo menstrual,"” ha pesquisas
que mostram que a dosagem do AMH em pacientes com Sindrome do ovario policistico
devem ser feitas na fase folicular, sem a influéncia do FSH exdgeno.?” Estudos
demonstram que variagdo pré-analitica faz com que o uso isolado do HAM seja
considerado ineficiente na determinacio da reserva ovariana.'*'*?

A contagem de foliculos antrais (CFA) ¢ determinada através da avaliacdo
ultrassonografica transvaginal durante a fase folicular. A CFA consiste na soma dos
foliculos <10 mm em ambos ovarios. Apesar do potencial desse marcador em predizer a
reserva ovariana, ha fatores que interferem na classificacdo correta do tamanho dos
foliculos antrais podendo levar a erros na CFA, sdo eles, pacientes com IMC elevado,
variacdo significativa do tamanho dos foliculos durante o ciclo menstrual, variabilidade
entre a tecnologia 2D e 3D e observador dependente.*="

Um estudo foi realizado para determinar um indice para prever a resposta
ovariana (ORPI — ovarian response prediction index). O valor do ORPI foi calculado
multiplicando o valor do HAM (ng/mL) pelo nimero de foliculos antrais (2-9mm) e o
resultado foi dividido pela idade (anos) da paciente. Embora evidéncias indicam que
esse indice aumente as chances de classificar corretamente as pacientes, ainda ndo ha

~ . 2
um consenso em relagdao ao uso do ORPI para prever a resposta ovariana.*®
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Polimorfismos em véarios genes tem sido estudados para se determinar marcadores
genéticos que possam predizer a reserva ovariana.**~”

Aproveitando o potencial da farmacogenética, no qual variagdes nos genotipos em
determinados genes podem estar associadas a resposta ao medicamento utilizado nos
ciclos de estimulagdo ovariana, varios estudos vem sendo realizados para se determinar
o poder desses marcadores genéticos. Polimorfismos nos genes Estrogen Receptor 1
(ESR1), Estrogen Receptor 2 (ESR2), Cytochrome P450 Family 19 (CYP19), Bone
Morphogenetic Proteins Factor 15 (BMPI15), Anti-Mullerian Hormone Receptor
(AMHR) e Follicle Stimulating Hormone Receptor (FSHR) tem sido estudados como
preditor da resposta ovariana.®>>®

Uma metanalise sugere que polimorfismos no gene FSHR possam ser usados
como preditores da baixa resposta ovariana.®” Entretando, h4 estudos em diferentes
etnias que ndo observaram essa correlagio.***'*» Uma pesquisa demonstrou que na
populagdo brasileira o polimorfismo (rs4648551, A>G) no gene TP73 estd associado
com a diminuicdo da reserva ovariana.*” Essas observacdes contraditorias e isoladas
sugerem que ¢ necessario mais pesquisas a fim de se estabelecer o uso de polimorfismos
como preditores da reserva ovariana.

Todos esses marcadores utilizados de maneira isolada apresentam uma acuracia
modesta em predizer os extremos da resposta ovariana. Para alcangar o sucesso no
tratamento de FIV/ICSI ha a necessidade de individualizar e otimizar os protocolos de
estimulagdo nos ciclos de reproducao assistida a fim de reduzir os riscos tanto da
hiperestimulacao ovariana como também da baixa resposta ovariana.

Foi demonstrado que 10% dos casais que abandonam os programas de FIV tem

.. . N . - . 44
como causa principal a inadequada resposta a estimulagdo ovariana.“*? Portanto, se faz
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necessaria a correlacdo da reserva ovariana com os parametros acima citados a fim de se
estabelecer um perfil com potencial fator progndstico para predizer a estimulacdo
ovariana fornecendo aos médicos ferramentas para auxiliar nos tratamentos de
FIV/ICSI. Considerando que diferentes protocolos de estimula¢do ovariana tem sido
utilizados para induzir o crescimento do niumero de foliculos aumentando com isso o
numero de oocitos viaveis, predizer corretamente a resposta ovariana em cada paciente
¢ essencial para o sucesso nos tratamentos de reprodugdo assistida.

A correta avaliacao da reserva ovariana pode ajudar os médicos a ajustar a dose da
medicagdo nos ciclos de FIV/ICSI reduzindo assim seus efeitos adversos. No entanto, a
reserva ovariana ¢ um fendmeno clinico complexo, influenciado ndo apenas pela idade,
mas também pelas varidveis ambientais e genéticas. Estudos farmacogenéticos e
genOmicos conduzira a uma era em que a sequéncia do acido desoxirribonucleico
(DNA) de um individuo serd considerada determinante para qualquer terapia
medicamentosa.

Os membros da familia p53 (TP53, TP63 e TP73), sdo fatores de transcri¢do
poderosos e pequenas variacdes em sua estrutura de DNA podem modificar os padrdes
de expressdo desses genes. O gene Tumor Protein p53 (TP53) estd envolvido no
processo de implantacdo embriondria e na manutencdo da integridade das células
germinativas, mas ainda nao ha estudos mostrando sua influéncia na fungdo ovariana. O
gene Tumor Protein p73 (TP73) controla o fuso meidtico e estd envolvido na resposta
celular ao estresse e desenvolvimento. Embora estudos em animais demonstrem que
alteracdes nesse gene podem levar a redugdo do pool folicular e a um aumento de
odcitos com defeito no fuso,*” ha poucos estudos em humanos demonstrando essa

correlacdo.*®
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O sistema da matriz metaloproteinase (MMP) regula as mudangas que ocorrem na
arquitetura extracelular ovariana e uterina. Esse sistema atua para controlar os processos
de remodelagdo do tecido conjuntivo e ¢ composto por um componente proteolitico, as
MMPs e um componente regulador, os inibidores das metaloproteinases.*” O gene
Matrix Metallopeptidase 9 (MMP9) ¢ expresso somente nas células da granulosa e
estudos indicam que esse gene estd envolvido em diferentes estdgios da reproducao
feminina, como ciclo menstrual, ovulagdo, implantagdo e parto.*® Apesar do seu papel
na reproducdo feminina, pouco se sabe sobre sua influéncia na reserva ovariana.

A enzima MTHFR esté presente em odcitos humanos e em embrides no estagio de
pré-implantacdo. Evidéncias mostram que polimorfismos no gene MTHFR esta
associado a altos niveis basais de FSH e pode ser um determinante da resposta a
estimulagdo ovariana, sugerindo que esse polimorfismo seria o modulador da
foliculogénese.“”

Devido a relevancia desses genes na reprodu¢do humana, a investigacdo de
possiveis SNPs capazes de prever a reserva ovariana tem um papel importante na busca

de marcadores que possam assegurar a eficidcia e a seguranga nos tratamentos de

FIV/ICSIL

1.1. OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi verificar a influéncia dos polimorfismos TP53 (rs1625895),
TP73 (rs3765730), MMP9 (rs17576) e MTHFR (rs868014) na classificagdo da reserva

ovariana em pacientes inférteis.
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2. CASUISTICA E METODOS

2.1 Sujeitos

O estudo de coorte foi conduzido entre 2017 e 2018 com 145 mulheres brasileiras
em tratamento de FIV/ICSI nos trés centros colaboradores dessa pesquisa:
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Rio Preto
(FAMERP), Centro de Reproducdo Humana — Prof. Franco Jr (CRH) e Instituto de
Medicina Reprodutiva e Fetal (IMR). A dosagem do HAM e a genotipagem dos SNPs
de todas as pacientes foram realizadas no Centro Paulista de Diagnoéstico, Pesquisa e
Treinamento (CPDP). A CFA foi feita nos respectivos centros colaboradores.

Todas as 145 mulheres incluidas no grupo de estudo seguiram os seguintes
critérios de inclusdo: idade <37 anos, ciclo menstrual regular, presenga de ambos
ovarios avaliado pelo ultrassom, sem histéria de cirurgia ovariana, endometriose,

hidrossalpinge, infec¢des ou problemas enddcrinos.

2.2 Gerenciamento dos dados coletados

Os participantes da pesquisa tiveram seus dados coletados pelo médico durante a
consulta nas clinicas de reproducdo humana através da anamnese ¢ preenchimento da
ficha clinica (Anexo I e II). Todos esses dados foram posteriormente transferidos para
uma planilha de excel. O anonimato foi mantido utilizando o nimero de registro gerado
no cadastro da paciente para sua identificagao. Nessa mesma planilha, foram inseridos
os resultados de todos os exames avaliados nessa pesquisa, portanto, tivemos todos os
dados de cada paciente em um Unico banco de dados onde foi obtido as varidveis para
as analises estatisticas. Foi realizado backup semanalmente de todos computadores das

clinicas participantes do estudo para seguranca dos dados.
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2.3 Analise das Imagens Ultrassonograficas

O exame ecografico ¢ um exame rotineiro para as pacientes que se submetem a
programas de FIV/ICSI e foi realizado no centro o qual a paciente fez o procedimento
de fertilizagcdo. As pacientes foram submetidas a ultrassonografia transvaginal durante a
fase folicular em ciclos prévio a FIV/ICSI. O marcador ultrassonografico utilizado
nesse estudo foi a contagem de foliculos antrais (CFA). O numero total de foliculos
antrais medindo entre 2-9mm, em ambos ovarios, foi utilizado para classificar essas
pacientes. As imagens (Figura 1) foram analisadas pelo médico ultrassonografista com
experiéncia em medicina reprodutiva para que os critérios de avaliacao fossem idénticos

nos trés Centros de Reproducgdo Assistida participantes.

Reserva ovariana baixa Reserva ovariana normal

Figura 1. Avaliag¢do ecografica dos ovarios.

2.4 Analise laboratorial
A coleta de sangue periférico para dosagem do HAM e genotipagem dos SNPs foi

realizada pela enfermagem nos trés Centros de Reproducao Assistida participantes do
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estudo. Foram coletados 02 tubos de cada paciente (01 SST™ Ref 360060 e 01
K2EDTA Ref 360057). A dosagem do HAM ¢ um exame de avaliacdo rotineira da
reserva ovariana nos centros participantes e a coleta para genotipagem dos
polimorfismos foi proposta ao participante da pesquisa mediante consentimento livre e
esclarecido. Amostras de sangue periférico venoso foram obtidas das pacientes segundo
as normas da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica Medicina Laboratorial para
coleta de sangue venoso (ISBN 978-85-98416-94-6). A amostra de sangue periférico
para realizacdo do HAM foi coletada em tubo sem anticoagulante e apds 10 minutos a
temperatura ambiente o tubo foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos para obtengao
do soro. O soro foi aliquotado em tubo plastico com tampa, resistente a baixas
temperaturas, e armazenado em freezer a -20°C até o momento do envio ao CPDP. A
amostra de sangue periférico para a realizagdo da extracdo do DNA gendmico e
posterior genotipagem foi coletada em tubo com anticoagulante EDTA e armazenada
em geladeira (4°C) por no maximo 48 horas at¢é o momento do envio ao CPDP. As
amostras foram transportadas em conformidade com as regulamentacdes da IATA 2016
e Resolucdao 420/ANTT de 12/12/2004 do Ministério dos Transportes. Todas as analises

foram realizadas no CPDP.

2.5 Ensaio Imunoenzimatico

As dosagens do Hormonio Anti-Mulleriano (HAM) foram realizadas utilizando o
kit AMH Gen Il ELISA (Beckman Coulter Inc ref. A73818) seguindo as instru¢des do
fabricante (Figura 2). Os equipamentos necessarios para a realizacdo desse exame sao
Leitora e Lavadora de ELISA automatizados. Esses equipamentos estao no descritivo do

material permanente do CPDP.
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Para minimizar as chances de erro nesse ensaio, um mesmo operador realizou
todos os testes. Em toda as reacdes foram incluidas curva de calibracdo e controles (Ref.
A73819) com a finalidade de garantir a precisdo dos resultados. Na validacdo desse
teste, foram calculados os valores médios dos coeficientes de variagcdo intra e inter-
ensaios desse exame. Os valores obtidos foram 3.3% e 6.5% respectivamente. Nesse Kkit,

o valor minimo detectado do HAM ¢ 0.01 ng/mL.

a) /——_-\ b)
o S

D‘E

% o X
o 1 = a2

Anticorpo de Captura Anticorpo de Deteccao - Biotina Streptavidina - Peroxidase

j —_—

Lavagem

@)

€) Curva de Calibragdo para AMH Gen Il ELISA
8% 5 +,8+ E o
L1
. -
O ®
- 0,000 0,018 0,638
\-...I_..--‘ 'l[u]l.drlulu!ulH
Substrato- TMB Solugao acida de parada el oo Jopw oo J o ] oom ] ome ] oom

TMB: tetrametilbenzidina

Figura 2. Representa¢do esquematica da reagdo ELISA
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2.6 Genotipagem dos alelos através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
Tempo Real

Desde que fatores genéticos sozinhos ou combinados podem afetar a reserva
ovariana, 4 polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) foram escolhidos para esse
estudo (Tabela 1). Esses polimorfismos estdo localizados em genes relacionados a
reproducao humana e foram pré-selecionados através de outra pesquisa realizada pelo
nosso grupo intitulada “Genetic biomarkers to predict pregnancy outcomes” — (GFI

MerckSerono 2014-2016).

Tabela 1: Descrigao dos genes e SNPs incluidos no estudo.

Gene SNP Classe Posicio Alelos MAF Alteracio
Funcional (GRCh38.p12) na proteina

TP53 rs1625895 Intron chrl17:7674797 T>C T (14%) -

TP73 rs3765730  Intron chr1:3690956 G>A A (31%) -

MMP9  rs17576 Missense chr20:46011586 A>G G (39%) Gln>Arg

MTHFR 15868014 3 Prime UTR  chr1:11789390 A>G A (1,2%) -

DNA gendmico de todas as pacientes foram extraidos no CPDP seguindo as
orientacdes do fabricante do kit de extragdo QI4damp DNA blood mini kit (Qiagen — Ref.
51106) (Figura 3).

A localizacao de cada polimorfismo estudado (TP53/rs1625895, TP73/rs3765730,
MMP9/rs17576 ¢ MTHFR/rs868014) esta representada na figura 4 (4a, 4b, 4c e 4d)

conforme a referéncia GRCh38.p12.
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400 puL amostra
|

B Lise (40 uL protease + 400 pLL Tampao AL)

Precipitagio do DNA em solugdo com
400 pL etanol absoluto

) 3 @l —

Remogao de inibidores pela lavagem com
500 pL tampao AWI

mit 3 @

Remogao de inibidores pela lavagem com
500 pL tampao AW2

| =

m‘ff! 3 @

Eluicdio do DNA ligado a coluna com
50 uL tampao AE.

S

DNA genomico puro

Figura 3: Representacdo esquematica da extracdo de DNA genomico
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Figura 4: Representagdo esquematica da localizagdo dos SNPs estudados: TP53/rs1625895
(4a), TP73/rs3765730 (4b), MMP9/rs17576 (4c) e MTHFR/rs868014 (4d).
Fonte: The National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Os SNPs foram genotipados através da técnica de PCR em tempo real utilizando
ensaios TagMan® — ThermoFisher Scientific (Numero de catdlogo: 4351379). Cada
ensaio tem um ID de referéncia, para o TP53 (rs1625895) o ID ¢ C__ 8727782 20,
para o TP73 (rs3765730) ¢ C_ 26892206 20, MMP9 (rs17576) ¢ C__ 11655953 10 ¢
para o MTHFR (rs868014) ¢ o C_ 8861306 10. Este ensaio, além das frequéncias
alélicas, determina se as amostras sao homozigotas para o alelo comum, homozigotas
para o alelo raro ou heterozigotas. Cada ensaio TagMan® pré-desenhado para
genotipagem de SNPs inclui duas sondas TagMan® MGB especificas para cada alelo,
contendo corantes fluorescentes distintos (VIC e FAM) e um par de iniciadores de PCR
para detectar alvos especificos de cada SNP. Este conjunto de sondas e iniciadores
TagMan® alinham-se unicamente com o genoma proporcionando uma alta
especificidade para o alelo de interesse. O mix para reagdo de PCR em tempo real teve a
seguinte composi¢do: Ipul. de DNA gendmico (10 ng/ulL), Sul. de Master Mix
TaqPath™ ProAmp™ (Applied Biosystems™), 0,5uL TagMan® SNP Genotyping
assay (Applied Biosystems™) e 3,5uL de 4gua DNase free. A configuracdo das
condicdes de ciclagem foi: 60°C por 30 segundos (pré-leitura), acompanhado de uma
denaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos para ativagdo da enzima. ApOs esse estagio
inicial, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos (denaturagdao) e 60°C por 1 minuto
(anelamento e extensdo). O equipamento utilizado foi o StepOnePlus™ Real Time PCR
(Applied Biosystems™) que faz parte do material permanente do CPDP. Os produtos de

PCR foram analisados pelo software TagMan Genotyper v1.3 (Applied Biosystems™).
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2.7 Analise estatistica dos resultados
Tamanho amostral

Seguindo a formula N=10*k/p, onde k ¢ o nimero de varidveis preditoras do
modelo e p € a propor¢ao do menor grupo na amostra temos o tamanho amostral (N)
desejavel. Estudamos 4 polimorfismos, portanto consideramos k igual a 4. A propor¢ao
do menor grupo foi igual a 0,407, assim temos que N= 4*(10/0,407), ou seja, um

tamanho amostral desejavel de 98.

Andlise dos dados

Todos os dados foram analisados usando o software estatistico StatsDirect versao
2.7.9 (Cheshire, UK). Os seguintes parametros foram avaliados para caracterizar a
populacdo estudada: idade, HAM, CFA, duracdo e causa da infertilidade. Para cada
polimorfismo estudado analisamos a freqiiéncia dos gendétipos e dos alelos, bem como a
chance de cada gendtipo estar presente em cada grupo. Para comparar as médias das
variaveis continuas quando ndo estdo distribuidas normalmente foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney e para as varidveis continuas distribuidas normalmente
foi utilizado o teste t de Student. Esses resultados estdo expressos como a média
aritmética + desvio padrao (DP). Para as varidveis categoricas, foi utilizado o teste exato
de Fisher e os resultados expressos em percentagens. Além disso, a analise de razdo de
chance (odds ratio) foi utilizada para determinar a associa¢ao de cada polimorfismo na
predicao da reserva ovariana baixa. Todos os testes estatisticos foram considerados

significativos em um nivel de P <0,05.
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2.8 Consideracdes éticas

Esse trabalho ¢ um sub-projeto do plano de pesquisa “Polimorfismos de DNA -
Detecgao de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) relacionados a infertilidade”
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Referéncia da Satde da
Mulher (CRSM) parecer no 045/11 de 26/10/2011. (Anexo III).

Esse projeto foi submetido para andlise no Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da FAMERP (CEP/FAMERP) com parecer favoravel (Anexo IV). Foi
garantido a confidencialidade das informagdes prestadas a todos os participantes, ou
seja, as respostas das pacientes foram tratadas de forma andnima e confidencial, isto &,
em nenhum momento foi divulgado o seu nome em qualquer fase do estudo.

O consentimento informado livre e esclarecido (Anexo V) foi assinado no ato da

consulta apos todos os esclarecimentos sobre a pesquisa.



3.RESULTADOS
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3. RESULTADOS
3.1 Caracteristicas gerais

As principais caracteristicas das participantes envolvidas no estudo estdo
apresentadas na Tabela 2. Nao houve diferenca significativa entre as variaveis idade,
duracdo e causa da infertilidade. Por outro lado, os parametros que caracterizam a
reserva ovariana (HAM e CFA) mostraram diferenca significativa, evidenciando dois
grupos populacionais: 86 mulheres foram classificadas como reserva ovariana baixa
(RB) (HAM <Ing/mL + CFA <9) e 59 mulheres foram classificadas como reserva

ovariana normal (RN) (HAM > 2ng/mL + CFA >15).
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Tabela 2. Caracterizagdo da populacao

Reserva Reserva
Total ovariana ovariana P
normal baixa
N 145 59 86
33,3+2,6 32,9428 33,6+2,4
Idade (anos)* 0,11
(25-37) (26-37) (25-37)
2,3+3,2 4,9+3.8 0,4+0,29
HAM (ng/mL)* <0,0001
(0,01-20,8) (2,1£20,8) (0,01-0,99)
13,8£10,8 24,6+8,8 6,3+2,3
Contagem Foliculo Antral (n)* <0,0001
(0-66) (15-66) (0-9)
3,8+2,7 3,542,7 4,0+2,8
Duragdo da infertilidade (anos)* 0,16
(1-13) (1-12) (1-13)
Masculino 46,9%(68/145)  47,4%(28/59)  46,5%(40/86)
Idiopatico 28,9%((42/145)  27,1%(16/59)  30,2%(26/86)
Endometriose 11,7%(17/145) 8,5%(5/59) 14,0%(12/86)
) ) Tuboperitoneal 9,0%(13/145) 11,9%(7/59) 7,0%(6/86)
Etiologia 0,63
Masculino +
Endometriose 2,8%(4/145) 3,4%(2/59) 2,3%(2/86)
Masculino +
tuboperitoneal 0,7%(1/145) 1,7%(1/59) 0
Primaria 83,4%(121/145)  86,4%(51/59)  81,4%(70/86)
Infertilidade . 0,49
Secundaria 16,6%(24/145) 13,6%(8/59) 18,6%(16/86)

*Valores representados pela média + desvio padrao (valor minimo e maximo).
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3.2 Genotipagem dos SNPs e associacio com reserva ovariana
A distribuicdo da frequéncia dos gendtipos e dos alelos de cada polimorfismo
estudado (TP53 rs1625895, TP73 rs3765730, MMP9 rs17576 e MTHFR rs868014) esta

demonstrada na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicao da frequéncia dos gendétipos e alelos nos grupos reserva ovariana

baixa e reserva ovariana normal

Reserva Reserva
ovariana ovariana P
baixa normal
(n=86) (n=59)
TT 36 (41,8%) 10 (17,0%)
Gendtipo TC 17 (19,8%) 15 (25,4%) 0.005
cC 33 (38,4% 34 (57,6% :
TP53 (rs1625895) (38,4%) (57,6%)
T 89 (51,7%) 35 (29,7%)
Alelo C 83 (48,3%)  83(703%) 00003
GG 54 (62,8%) 24 (40,7%)
Gendtipo GA 24 (27,9%) 26 (44,1%) 0.04
AA 08 ( 9,3% 09 (15,2% >
TP73 (rs3765730) ( 93%) (15.2%)
G 132 (76,7%) 74 (62,7%)
Alelo
A 40 (23,3%) 44 (37,3%) 0,01
GIn/Gln 60 (70,6%) 26 (44,1%)
Gendtipo Gln/Arg 18 212%) 26 (441%)
Arg/Arg 07 ( 82%) 07 (11,8%) ;
MMP9 (rs17576)*
Gln 138 (812%) 78 (66,1%)
Alelo Arg  32(188%)  40(339%) 0006
AA 25(29,1%) 06 (10,2%)
Gendtipo AG 37(43.0%)  25(424%) oo
GG 24 (27,9% 28 (47,4% ;
MTHFR (rs868014) (27.9%) (47.:4%)
Alelo A 87 (50,6%)  37(314%) 0,002
G 85(49,4%) 81 (68,6%)

* n=85
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A frequéncia do gendtipo TP53-T/T foi significativamente maior no grupo RB do
que no grupo RN. Por outro lado, o genotipo TP53-C/C foi significativamente maior
nas pacientes com reserva ovariana normal. Essa associacdo foi confirmada pela
frequéncia dos alelos, onde a presenca do alelo T foi significativamente maior nas
pacientes que apresentaram reserva ovariana baixa (P = 0,0003). A frequéncia do
genotipo TP73-G/G se mostrou mais evidente no grupo RB. Embora a frequéncia do
alelo G tenha sido significativamente maior no grupo RB (P = 0,01) a presencga do
genotipo TP73-AA nao foi significativamente maior nas pacientes com RN. Para o gene
MMP9 tivemos uma prevaléncia da frequéncia do genétipo GIn/Gln no grupo RB.
Apesar da presenca do gendtipo Arg/Arg ndo ter demonstrado diferenga significativa
entre os grupos, o gendtipo GIln/Arg se mostrou prevalente no grupo RN, indicando que
a presenga do alelo Arg ¢ significativamente maior na RN (P = 0,006). A frequéncia do
gendtipo MTHFR-A/A foi significativamente maior no grupo RB e a frequéncia do
genotipo MTHFR-GG foi significativamente maior no grupo RN evidenciando uma
associacdo em homozigose, ja que a presenca do gendtipo MTHFR-AG nao apresentou
diferenca significativa. A presenca do alelo A foi significativamente superior no grupo

RB (P = 0,002).
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3.3 Analise da razio de chance de identificar RB

A Tabela 4 evidencia a chance da mulher apresentar reserva ovariana baixa
através da analise do odds ratio de cada genotipo. As mulheres que possuem o genotipo
TP53-T/T; TP73-G/G; MMP9-GIn/GIn ¢ MTHFR-A/A tem respectivamente 3,5X;
2,5X; 3,1X e 3,6X mais chance de apresentar RB. Por outro lado, as mulheres que
apresentam o genotipo TP53-C/C; MMP9-GIn/Arg e MTHFR-G/G tem respectivamente

54%; 66% e 57% de chance de ndo serem incluidas no grupo RB.

Tabela 4. Geno6tipo X chance de apresentar reserva ovariana baixa.

SNPs Genotipo Odds Ratio IC 95% P
TT 3,53 1,50-8,80 0,002
TP53 (rs1625895) TC 0,72 0,30-1,73 0,42
CC 0,46 0,22-0,95 0,03
GG 2,46 1,18-5,14 0,01
TP73 (rs3765730) GA 0,49 0,23-1,05 0,05
AA 0,57 0,17-1,79 0,30
GIn/Gln 3,05 1,44-6,47 0,002
MMPS (rs17576) Gln/Arg 0,34 0,15-0,75 0,006
Arg/Arg 0,67 0,19-238 0,57
MTHER (rs868014) AA 3,62 1,31-11,53 0,007
AG 1,03 0,50-2,12  >0,99
GG 0,43 0,20-091 0,02

IC: intervalo de confianca.
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3.4 Analise da combinac¢ao dos polimorfismos na predicio da RB

Quando esses quatro polimorfismos foram usados em combinagao, identificamos
que a associagdo dos genotipos TP53/TT+TP73/GG aumentou em 4,7 vezes a chance
das mulheres serem incluidas no grupo RB quando comparadas com as RN (Tabela 5).
Diferentes combinagdes de genotipos entre esses quatro polimorfismos estudados nao

mostraram significancia estatistica.

Tabela 5. Associacgao entre os polimorfismos TP53 (rs1625895) e TP73 (rs3765730) na

predicdo da reserva ovariana baixa.

TPS53-T/T + Outras combinagdes P Odds ratio IC 95%
TP73-G/G de genétipos
(n=26) (n=119)
Reserva ovariana o o
baixa (n=86) 22 (84,6%) 64 (53,8%) 0,004 4,73 1,47-19,83
Reserva ovariana 04 (15,4%) 55 (46,2%)

normal (n=59)
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4. DISCUSSAO

Os membros da familia p53 (TP53, TP63 e TP73) estdo envolvidos na regulacao
do ciclo celular, trans-ativacdo e apoptose em resposta a danos no DNA. Estudos
indicam que o TP73 assegura a mitose normal durante o desenvolvimento do blastocisto
e o TP53 regula a implantacdo do embrifio através do LIF. ®® Além disso, os membros
da familia p53 também foram descritos como reguladores de processos relacionados a
reproducio humana, mantendo a integridade das células germinativas ©'~?

Estudos mostraram que variacdes nos genes TP63 e TP73 sdao importantes na
manuten¢do do tamanho do pool folicular, na estabilidade gendmica através da
checagem do fuso mitético (em inglés spindle assembly checkpoint -SAC) e na
qualidade do odcito.** Embora seja esperado que pequenas variagdes nos genes da
familia p53 possam influenciar a fun¢do ovariana, pouco se sabe sobre a agdo de
polimorfismos nesses genes e sua influéncia na reserva ovariana das mulheres inférteis.

Nesse estudo, houve uma associagdo significativa dos niveis de HAM e CFA com
dois polimorfismos da familia p53 (TP53 rs1625895 e TP73 rs3765730). Os gendtipos
TP53/TT e TP73/GG estdo associados com reserva ovariana baixa. Embora o
polimorfismo TP73 rs3765730 ndo tenha sido descrito at¢é o momento, o TP53
rs1625895 ja foi estudado em diferentes populacdes, mas nenhum trabalho descreveu a
avaliacdo desse polimorfismo com a reserva ovariana. Schildkraut e colaboradores
(2009)°? analisaram esse polimorfismo em pacientes com céncer de ovario invasivos
serosos ¢ Pineda e colaboradores (2014)°* avaliaram o risco desse polimorfismo em
pacientes com cancer de bexiga, porém, ambos estudos ndo demonstraram correlagao

significativa desse polimorfismo com a populagdo avaliada. Por outro lado, Voropaeva



Discussio 26

e colaboradores (2015)®> apontaram o impacto desse polimorfismo em pacientes com
linfoma.

Proteinas da familia das metaloproteinases de matriz (MMP) estdo envolvidas na
quebra da matriz extracelular em processos fisioldgicos normais, como
desenvolvimento embrionario, reprodugdo e remodelacao tecidual, bem como em
processos de doengas, como artrite e metastase. A maioria das MMPs sdo secretadas
como pro-proteinas inativas que sdo ativadas quando clivadas por proteinases
extracelulares. A enzima codificada por este gene degrada colagenos tipo IV e V.
Estudos sugerem que a expressio da matriz metaloproteinase-9 (MMP-9) esteja
envolvida em diferentes estagios da reproducdo feminina, como ciclo menstrual,
ovulagdo, implantagio, parto e involugdo das glandulas mamérias ap6s a lactagdo. "

O papel das MMPs extracelulares na remodelagdo do tecido ovariano durante o
tempo de vida do foliculo tem sido documentado em numerosos estudos. Foi

58,59
(58.59) o

demonstrado a expressdo de MMP-1, -2, -3 e -9 nos ovarios de mamiferos a

expressdo de MMP-2 e MMP-9 nas células da granulosa em humanos.®”

Luddi e colaboradores (2018)“*® demonstraram que MMP-9 ¢ expressa somente
em células da granulosa. Embora seja amplamente documentado que a expressao de
MMP-9 ¢ importante para gerar a atividade proteolitica necessaria no momento da
ovulagdo, pouco se sabe sobre a relagdo entre polimorfismos no gene MMP-9 ¢ a
reserva ovariana. Embora nossos achados tenham evidenciados uma associa¢ao do
genotipo MMP9-GIn/Gln e RB, outros estudos nado identificaram essa relagdo. Kim e
colaboradores (2015)®" estudaram a associagio dos polimorfismos na matriz

metaloproteinase e o risco de insuficiéncia ovariana primdria, concluindo que o

polimorfismo no gene MMP-2 (rs 243865) pode contribuir para o aumento de
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insuficiéncia ovariana primaria na populagdo estudada, mas ndo encontraram correlagdao
com 0 MMP-9 rs17576. Barisi¢ e colaboradores (2018)? apresentaram uma revisio
com diversos polimorfismos nas MMPs que estariam correlacionados com infertilidade
e complicagdes na gestacdo. Esses autores concluiram que novas pesquisas sao
necessarias nessa linha devido as associacoes modestas desses polimorfismos e
resultados conflitantes entre os estudos analisados.

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) desempenha um papel
central em muitos processos biologicos considerados importantes para divisdo e
desenvolvimento embrionario. Esta enzima regula a transferéncia de unidades de um
carbono entre a sintese de DNA e rea¢des de metilagdo, esse processo € responsavel
pela conversao irreversivel do 5,10 metilenotetrahidrofolato ‘a 5-metiltetra-hidrofolato,
que é um co-substrato para remetilacio da homocisteina a metionina.”” Mehahed e
Taher (2004)®” estudaram os niveis de folato e homocisteina na gravidez e
identificaram que um polimorfismo no gene MTHFR C677T (rs1801133) que causa a
substitui¢do da alanina por valina promove alteragdes nas reacdes de metilagdo que sdo
essenciais para o crescimento embriondrio e a regulacdo da expressdo génica, bem como
niveis elevados de homocisteina que poderiam prejudicar a foliculogénese através do
aumento do estresse oxidativo.

Em 2005, Ferrara e colaboradores'®>

relataram um caso de sindrome de
hiperestimulacao ovariana associado aos dois polimorfismos no gene MTHFR: C677T e
A1298C. Por outro lado, Rosen e colaboradores (2007)“” mostraram que a enzima
MTHFR esta presente em od6citos humanos e em embrides no estagio de pré-

implantacdo e que somente o polimorfismo MTHFR A1298C, mas ndo o polimorfismo

C677T, esta associado a altos niveis basais de FSH e pode ser um determinante da
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resposta a estimulacdo ovariana, sugerindo que somente o MTHFR A1298C seria o
modulador da foliculogénese. Além de controversos, ha poucos estudos mostrando a
influéncia dos polimorfismos no gene MTHFR nos ciclos de FIV e nenhuma pesquisa
at¢ o momento, tinha analisado o polimorfismo MTHFR (rs868014) nas pacientes
inférteis.

Em 2017, He e colaboradores® identificaram pela primeira vez esse
polimorfismo e concluiram que o polimorfismo no MTHFR (1rs868014) esta associado
ao risco aumentado no desenvolvimento de acidente vascular cerebral isquémico
(AVC). Além dessa associagdo, os autores identificaram através da analise do
desequilibrio de ligagdo que o SNP (rs868014) esta fortemente ligado ao polimorfismo
MTHFR A1298C, que tem um papel importante na variabilidade da atividade folicular
ovariana apds a estimulagdo ovariana.

Nas ultimas décadas, avangos cientificos no campo da medicina reprodutiva
melhoraram tanto a gestdo quanto a seguranca das pacientes submetidas a FIV/ICSI.
Apesar desses avangos, ainda ndo estd totalmente definido todos os fatores que
influenciam os niveis de Hormdnio Anti-Muleriano e a contagem dos foliculos antrais.

Considerando a importancia e as limitagdes dessas duas ferramentas (HAM e
CFA) na escolha do melhor protocolo de estimulagdo ovariana a ser utilizado nas
pacientes submetidas a tratamentos de infertilidade, ¢ crucial definir outros fatores
(moleculares, genéticos e ambientais) que possam ser utilizados como uma ferramenta

adicional no diagndstico da reserva ovariana em pacientes submetidas a FIV/ICSI.
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5. CONCLUSOES

Nesse estudo, demonstrou-se que a presenca dos genotipos TP53-T/T, TP73-G/G,
MMP9-GIn/GIn e MTHFR-A/A aumenta, respectivamente, em 3,5 / 2,5 / 3,1 ¢ 3,6
vezes a chance da mulher apresentar RB. Por outro lado, as mulheres que apresentam o
genotipo TP53-C/C; MMP9-GIn/Arg e MTHFR-G/G tem respectivamente 54%; 66% e
57% de chance de ndo serem incluidas no grupo RB.

Adicionalmente, foi demonstrado que a presenca da combinacdo dos genotipos
TP53-T/T+TP73-G/G aumenta em 4,7 vezes a chance da mulher apresentar reserva
ovariana baixa. Baseado nesses achados, podemos concluir que os polimorfismos TP53
T>C (rs1625895), TP73 G>A (1rs3765730), MMP9 GIn>Arg (rs17576) e MTHFR A>G
(rs868014) podem ser utilizados como uma ferramenta na classificagdo da reserva

ovariana em pacientes inférteis.
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7. ANEXOS

Anexo I: Ficha de Anamnese

ANAMNESE - FATOR FEMININO

Nome: Profissao: Prontuario:
Data de Nascimento: Idade: Est. Civil: Cor: Categoria:
Profissdo:
Endereco: Cidade: Fone:
Data:
Episodio marcante:
Primaria: Secundaria: Durag@o: Aborto habitual:
Tratamentos anteriores:

Antecedentes familiares
Tb () Diabete () Cancer () Mal-formacgdes ( ) Epilepsia ()
Consanguinidade ( ) Esterilidade familiar () Outros ()

Antecedentes pessoais

DIP () Cirargia () Lues( ) Tb( ) Tireoidopatia () Fumo( ) Alcool ()
Drogas () Diabete ( ) Outros () Consanguinidade ( )

Antecedentes menstruais
Menarca: Duragao: Intervalo: Quantidade:
Modificagdes:
Dismenorréia: Mastodinia: Tensdo pré-menstrual:
DUM: Dor meio do ciclo:
Sangramento inter-menstrual: Mucorréia:

Antecedentes obstétricos
1° coito: Total gestagdes: Nativivos de termo:
Nativivos prematuros: Natimortos: Partos normais: Forceps:
Cesaria: Puerpério: Infectado Hemorragico Lactagdo
Aborto espontaneo: Provocado: Infectado: Completo:
Curagem: Curetagem: Circlagem:
Observagoes: Filhos com outros parceiros:

Antecedentes sexuais

Numero de relagdes por semana: Dispareunia: Orgasmo:
Libido: Penetragdo: Duchas pos-coito:
Observagdes:
Anticoncepgdo prévia: Pilula Diafragma Preservativo
Ducha Natural Coito interrompido Tempo de uso DIU
Observagoes:

Antecedentes cirurgicos

Exame fisico

Pressdo arterial: Pulso: Temperatura: Peso: Altura:
Cabega: Coragéo: Pulmdes: Pescogo: Abdome:
Distribuigdo de pélos: IMC:
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Anexo II: Ficha clinica

FICHA CLINICA
Nome: Data:
Consulta Ginecologica Periddica:
Prevencao Cancer:
Mamas:
Cariotipo:
Consulta Urologica:
Exames Laboratoriais:
Diagnostico:
HSG:
USG:

H Aval. Cardiologica: ||
Hormonios: T3 T4 TSH ITL
PRL FSH LH E2 P4 HAM Testosterona
Imunologia SDHEA
ABO HTLV Iell
Glicemia HIV
Insulina Hepatite
IRI VDRL
Espermograma Rubéola
Citomegalovirus Toxoplasmose
Zika Virus Chagas
Laparoscopia: Histeroscopia:

Outros:
Diagnostico:
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Anexo III. Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa -CRSM

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Centro de Referéneia do Sasde da Mulber

-

Comité de Etica em Pesquisa

Sao Paulo, 31 de outubro de 2011.

FORMULARIO DE APROVACAD DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

DATA DA APROVAGAO: 26/10/2011
Protocolo n® 045/11

TITULD DO ESTUDO: “Polimorfismos de DNA- Detecgio de polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs) relacionados a infertilidade”.
NOME DO INVESTIGADOR PRINCIPAL: Adriana Mendes do Mascimento

APROVAGAO DO COMITE DE ETICA

O Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Referéncia da Salde da
Mulher APROVOU o Protocolo de Pesquisa e 0 Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido tendo as referidas aprovagies constado em ata

Dr. Jorge Yoshinori Shida
_Coordenador do Comité de Etica
em Pesquisa do CRSM




Anexos 42

Anexo IV. Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa - FAMERP
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Anexo V. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Modelo em acordo com a Resolugao n° 466/12 — Conselho Nacional de Satde)

1. Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa Classificagdo da reserva
ovariana em pacientes inférteis submetidas a fertilizagao in vitro através da combinagdo
dos exames ecografico, imunoenzimatico e molecular.

2. Vocé foi selecionado por ter idade <37 anos, ciclo menstrual regular, presenca
de ambos ovdrios avaliado pelo ultrassom, sem historia de cirurgia ovariana, sem
histéria de endometriose e sem hidrossalpinge, infec¢des ou problemas endocrinos e sua

participacao ndo ¢ obrigatdria.

3. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu
consentimento.
4. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com

a instituigao.

5. O objetivo deste estudo ¢ classificar a reserva ovariana em pacientes inférteis
submetidas a FIV/ICSI utilizando de modo combinado os resultados dos exames de
sangue e a ultrassonografia.

6. Sua participagdo nesta pesquisa consistird em coletar amostra de sangue
periférico (10 mL) para andlise de marcadores moleculares (genotipagem) e também
fornecer os dados dos exames rotineiramente realizados no tratamento de FIV/ICSI
(dosagem do hormoénio anti-mulleriano e contagem dos foliculos antrais). O sangue
coletado serd conservado a -20°C e nenhum uso comercial do referido material podera
ser feito

7. Os riscos relacionados com sua participagao sao os inerentes a coleta de sangue
periférico: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta de sangue. Em casos
raros, essa coleta de sangue pode causar desmaio.

8. E possivel que vocé ndo receba o beneficio ao participar deste estudo, porém sua
participacdo ira contribuir para que o médico tenha mais informacdes para escolher o
protocolo de estimulacdo ovariana mais adequado para cada paciente. Tanto a alta
quanto a baixa resposta ovariana sao prejudiciais ao sucesso do tratamento de FIV.

0. As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e

asseguramos o sigilo sobre sua participagdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a
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possibilitar sua identificacdo. No ato da coleta de sangue e da realizacdo da
ultrassonografia sera gerado um niimero que identificara cada participante da pesquisa.
10.  Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o e-mail do
pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre esse Projeto de Pesquisa, agora
ou a qualquer momento.

Declaro que entendi os objetivos, riscos € beneficios de minha participagdo na pesquisa

e concordo em participar.

Laura Diniz Vagnini Prof. Dr. Antonio Hélio Oliani
Pesquisador Responsavel Orientador
(16) 39118987

vagninilaura@cpdp.com.br

Participante da Pesquisa ou Responsavel (nome e assinatura)
RG:




