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RESUMO

Introducdo: Considerando a prevaléncia, a importancia social dos tratamentos de alta
complexidade de mulheres inférteis e o contexto atual da literatura que atribui
relevancia aos polimorfismos dos genes reguladores do desenvolvimento inicial e
crescimento folicular, entre eles o FSHR, LH, LHR, AMH, AMHR, BMP15 e GDF9;
torna-se imprescindivel o melhor conhecimento e a quantificacdo desses fatores. Com
isso poderemos individualizar e abordar de forma mais racional a investigacdo e o
tratamento destas mulheres submetidas a fertilizacao in vitro (FIV).

Objetivos: Avaliar se os polimorfismos dos genes do LH (Trp8Arg e Ilel5Thr), AMH
(1le49Ser), BMP15 (673C/T, 9C/G, IVSI+905A/G), GDF9 (546G>A, 398C>G, 447C>T
e 646G>A), e dos receptores do FSH (Ser680Asn), do LH (18isnlLQ) e do AMH
(lle49Ser), estdo relacionados a diferentes desfechos reprodutivos em pacientes
submetidas a fertilizacéo in vitro.

Metodos: Realizamos dois estudos em mulheres submetidas a inducdo ovulatéria para
FIV: (1) um estudo caso-controle entre pacientes normo respondedoras e ma
respondedoras, (2) um estudo transversal em pacientes jovens submetidas a indugéo
ovulatoria para fertilizacdo in vitro (FIV). Foi extraido DNA das pacientes submetidas a
inducdo ovulatoria para FIV a partir do sangue periférico para realizacdo de polymerase
chain reaction, com o objetivo de detectar os polimorfismos dos referidos genes e as
respectivas relacbes com os resultados obtidos na estimulacdo ovariana, no Laboratério
de Terapia Génica do HCPA/UFRGS

Resultados: Foi evidenciado que a presenca do polimorfismo 398C>G no gene GDF9
estd associada a ma resposta em pacientes inferteis submetidas a estimulacdo ovariana
para fertilizacdo in vitro (68% em ma respondedoras versus 23% normo respondedoras,

OR: 4.01, 95% IC:1.52-10.60). Além disso, 0 genétipo mutante para o polimorfismo



G447C>T no gene do GDF9 foi encontrado em 50% nas pacientes ma respondedoras
versus 19% nas pacientes normo respondedoras (OR: 2.88, 95% 1C:1.19-6.04),
evidenciando uma forte associacdo destes polimorfismos com a ma resposta ovariana a
estimulacdo.

Encontramos, também, que as mulheres portadoras do alelo mutante do gene
447C>T do GDF9 tiveram um numero menor de foliculos entre 12-14 mm no dia do
hCG (1,62 versus 2,46, P =0,007). As mulheres com o alelo mutante do gene do GDF9
398C>G tiveram um menor namero de foliculos maiores que 17 mm no dia do hCG
(4,33 versus 6,49, P = 0,001), menor numero de foliculos entre 12 e 14 milimetros no
dia do hCG (1,42 versus 2,25, P=0,017), um menor nimero de foliculos no dia do hCG
(7,33 versus 10,11 versus, P = 0,007), e reducdo total de oocitos MII coletados (5,38
versus 8,84 P =0,017).

Conclusao: Concluimos que polimorfismos no gene do GDF9 tém uma influéncia
significativa no desenvolvimento do o6cito, uma vez que a presenca dos alelos mutantes
447C>T e 398C>G diminui o numero total de foliculos maduros e o nimero total de
odcitos coletados de tais pacientes, alem deste Gltimo estar associado a ma resposta
ovariana em pacientes submetidas a inducdo da ovulacdo para fertilizacéo in vitro. Isso
mostra que este membro da familia TGFf além de atuar nas fases iniciais da
foliculogénese também tem influéncia importante sobre a fase final do desenvolvimento
do odcito.

Palavras chave: ma responderdora, polimorfismos, reserva ovariana, fertilizacdo in

vitro, LH, AMH, BMP15, GDF9, FSHR, LHR, AMHR, odcito e aspiracao folicular.



ABSTRACT

Introduction: Given the prevalence, the social importance of high complexity
treatments of infertile women and the current context of the literature assigns relevance
to polymorphisms of genes regulating early follicle growth and development, including
LH, AMH, BMP15, GDF9, FSHR, LHR and AMHR; become essential to better
understanding and quantification of these factors. With this we can individualize and
address more rationally research and treatment of these women undergoing IVF.
Objectives: Evaluate the relationship of polymorphisms of LH (Trp8Arg andlle15Thr),
AMH (I1e49Ser), BMP15 ( 673C/T, 9C/ G, IVSI+905A/ G) and GDF9 (546G>A,
398C>G, 447C>Tand646G>A) genes, and FSH (Ser680Asn), LH (18isnILQ) and AMH
(lle49Ser) receptors genes, related to different reproductive outcomes in patients
undergoing IVF.

Methods: Our study consisted of two phases: the first conducted a case-control study
among patients with normal responders and poor responders, and the second a cross-
sectional study in young patients undergoing ovulation induction for in vitro
fertilization. DNA was extracted from peripheral blood for performing polymerase
chain reaction (PCR) and analyzed at the Laboratory of Gene Therapy HCPA/UFRGS,
with the objective of detecting polymorphisms of these genes and their relationships to
the results obtained in ovarian stimulation.

Results: It was shown that the presence of polymorphism 398C>G in GDF9 gene is
associated with poor response in infertile patients undergoing controlled ovarian
stimulation for in vitro fertilization (68% in poor responders versus 23% in normal
responders). Furthermore, the genotype GDF9 447C>T mutant polymorphism was
found in 50% and 19%, respectively, in poor and normal responders patients, showing a

strong association with this polymorphism and a poor response in ovarian stimulation.



Women carrying the GDF9 398C>G mutant allele had a smaller number of follicles
between 12-14 mm on the day of r-hCG (1.62 vs. 2.46, respectively P=0.007). Women
with GDF9 398C>G mutant allele had a smaller number of follicles larger than 17 mm
on the r-hCG day (4.33 vs. 6.49, P=0.001), a smaller number of follicles between 12
and 14mm on the r-hCG day (1.42 vs. 2.25, P=0.017), a smaller number of follicles on
the r-hCG day (7.33 vs. 10.11, P=0,007), and a reduced overall number of MII oocytes
collected (5.38 vs. 8.84 ,P=0.017).

Conclusion: We conclude that GDF9 polymorphisms in the gene have a significant
influence on the development of the oocytes, since the presence of the mutant alleles
447C>T and 398C>G decreases the total number of mature follicles, total number of
oocytes collected, and are associated a poor ovarian response in patients undergoing
ovulation induction for in vitro fertilization. This shows that this member of the TGFp
family besides acting in the early stages of folliculogenesis also has important influence

on the final stage of oocytes development.

Key words: poor response, polymorphisms, ovarian reserve, in vitro fertilization , LH,
AMH, BMP15, GDF9, FSHR, LHR, AMHR gene polymorphisms,

oocyte, oocyte retrieval
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1. INTRODUCAO

A Infertilidade afeta 10 a 15% dos casais em idade reprodutiva, no momento em
gue vivemos um notavel aumento na demanda por assisténcia médica especializada.
Nas duas ultimas décadas, trés importantes mudancas contribuiram para esse fato: em
primeiro lugar, houve a introdugdo das técnicas de reproducédo assistida as quais deram
aos casais, possibilidade de tratamentos efetivos. Seguindo-se do destaque dado pelos
6rgdos de comunicacdo as referidas técnicas, possibilitando ao publico em geral o
conhecimento de tais tratamentos e conseqlente, aumento nas consultas em
infertilidade. Finalmente um aumento no numero de mulheres inférteis com idade
superior a 35 anos, reflexo da unido conjugal em idade mais tardia e postergacdo da
gravidez quer por escolha pessoal ou pela necessidade da realizagéo profissional(1-2).

Os elevados indices de gravidez, possibilitados pela fertilizacdo in vitro (FIV), e
suas variantes técnicas credenciaram esta terapéutica como alternativa de escolha para a
infertilidade em suas diferentes causas(1-2). Apesar da realizagcdo da FIV em ciclos
naturais e minimamente induzidos, a hiperestimulagcdo ovariana controlada realizada
com gonadotrofinas, hormonios agonista e antagonista do hormonio liberador das
gonadotrofinas (GnRH), tem sido a técnica de inducdo owvulatoria universalmente
utilizada nos servigos de medicina reprodutiva.

A hiperestimulacdo ovariana controlada é um passo crucial para 0 sucesso da
FIV e objetiva, de forma segura, a obtencdo de um bom numero de o6citos maduros.
Esses oocitos, depois de fertilizados, evoluirdo até a fase de embrido, possibilitando,
portanto a transferéncia ao Utero para a implantagdo ou a criopreservacdo para futuros
ciclos de tratamento. Sendo que os resultados da FIV estdo sob forte influéncia de

fatores qualitativos e quantitativos na producao de odcitos maduros(1-2).
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Existe uma substancial variabilidade na resposta ovariana durante a utilizacao
das gonadotrofinas em mulheres submetidas a estimulacdo ovariana para FIV, a qual
pode oscilar desde uma resposta pobre, resultando em cancelamento do ciclo, a uma
resposta excessiva caracterizando a sindrome da hiperestimulacdo ovariana. A
identificacdo de fatores preditivos relacionados a resposta ovariana é de grande
importancia na busca da individualizacdo do tratamento, que traz como consequéncia
uma maior eficacia e seguranga no uso dos protocolos de inducdo ovulatéria (3).

Fatores clinicos epidemioldgicos como, idade, causa da infertilidade, historia de
tabagismo, patologias do tecido ovariano (endometriose, por exemplo), sdo pouco
colaborativos na busca pela individualizacdo do tratamento suscitando, portanto a busca

de fatores progndsticos de maior sensibilidade (2, 4-7).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Avaliagao da reserva ovariana

N&o h& consenso a respeito do pardmetro ideal para a quantificacdo da resposta
ovariana. Valor absoluto do niamero de foliculos com diametro > 17 mm, niimero e grau
de maturacdo dos o6citos recuperados, nimero e qualidade oocitaria e embrionéria sao
fatores relevantes, mas ndo leva em consideragéo a reserva ovariana inicial da paciente,
portanto ndo sdo capazes de medir corretamente a eficacia da prescri¢do utilizada no
tratamento (7).

Vaérios testes foram desenvolvidos para a avaliacdo da reserva ovariana e sua
resposta ao uso das gonadotrofinas exdgenas e a predicdo da chance de gravidez. A
dosagem sérica do FSH, relacdo FSH/LH e Estradiol no 3° dia do ciclo, s&o marcadores
indiretos da reserva ovariana, que uma vez normais nem sempre predizem corretamente
pacientes com maior chance de gravidez (8). Niveis séricos de inibina B demonstraram
melhor correlagdo que o FSH em predizer cancelamento de ciclos e nimero de o0citos
recuperados em estudos que compararam os dois testes (9-10), entretanto esses dados
foram contestados por outros autores (11).

A ultrasonografia como preditora da reserva ovariana, foi largamente estudada.
A contagem de foliculos antrais e o volume ovariano parecem correlacionar-se com a
resposta a inducdo ovulatoria nos procedimentos em reproducdo assistida (12). O
numero de foliculos antrais foi descrito como melhor marcador em predizer ma resposta
ovariana em pacientes submetidas a FIV, se comparado aos niveis de FSH, estradiol e

inibina B(13).
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O horménio anti-malleriano (AMH), em mulheres adultas é produzido pelos
foliculos antrais e pré-antrais e esta envolvido na regulacdo da esteroidogénese em uma
fase independente da acdo do FSH. Isso o caracteriza como método interessante para a
avaliacdo da reserva ovariana, sendo capaz de predizer a resposta ovariana a
estimulacdo, namero de foliculos maduros, o6citos recuperados e até mesmo a chance
de cancelamento do ciclo por resposta insuficiente ou chance de hiperestimulo (14-19).
Outros estudos demonstraram que a dosagem do AMH € mais precisa em avaliar a
reserva ovariana que outros marcadores classicos como o FSH e inibina B(14) e esta
intimamente correlacionada com a contagem de foliculos antrais(17-18), com a
vantagem de ndo variar significativamente durante o ciclo menstrual.

Foi demonstrado que a contagem de foliculos antrais, 0 volume ovariano e 0s
niveis séricos de inibina B correlacionam-se com o nimero de foliculos estimulados e
odcitos recuperados. Entretanto, apenas a dosagem sérica do AMH esta correlacionada
significativamente quando o desfecho avaliado € gestacédo (18).

Um estudo prospectivo envolvendo 316 pacientes usuarias de agonista do
GnRH, no protocolo de estimulacdo ovariana em que o valor de corte do AMH < 1,26
ng/ml foi usado para predizer a resposta ovariana a inducdo ovulatdria, demonstrou ter
uma sensibilidade de 97% na predicdo de pobre respondedora (< 4 00citos recuperados)
e 98% de acurdcia em predizer uma resposta normal a hiperestimulacdo ovariana
controlada. Estes achados indicam que os niveis sanguineos do AMH podem ser um
bom indicador da reserva ovariana, tendo uma elevada correlacdo com a resposta
ovariana a inducdo ovulatoria nos ciclos de FIV (20).

Um fator limitante ao uso do AMH como biomarcador é a variabilidade vista
entre os kits comercializados e a variagdo nos resultados relatados por diferentes

laboratérios (20). Esta variabilidade pode ser uma das razfes para a auséncia de



17

consenso nos valores de corte do AMH quando na decisdo de realizar ou ndo um ciclo
de FIV.

Apesar de todos os avancos no tratamento da paciente, ainda existe a
necessidade de individualizar e otimizar protocolos de estimulacdo, reduzir a
possibilidade de uma resposta inadequada, e assim aumentar a probabilidade de um
nascimento. Uma estratégia complementar tem sido o estudo da farmacogenética dos
fatores envolvidos na resposta ovariana a hiperestimulacao.

Véarios estudos em farmacogenética identificaram single nucleotide
polimorphysms (SNPs) que estdo relacionados a resposta ovariana. A maioria deles
afeta os niveis de mMRNA ou a seqiiéncia protéica e desta forma promovem variacdes
protéicas quantitativas e funcionais as quais estdo associadas pela variabilidade inter-
individual na resposta ovariana as drogas indutoras da ovulacdo. Varios polimorfismos
formam associados a alteracdo da reserva ovariana, dentre eles polimorfismos do
receptor do FSH, que afeta os niveis basais de FSH e aumenta a necessidade de
gonadotrofina durante a hiperestimulacdo ovariana controlada (HOC) (21-22). Alem
disso, polimorfismos do receptor do estradiol demonstrou correlacionar-se com um
pequeno numero de o0citos captados ao término da inducdo ovulatoria(23).
Polimorfismos do AMH foram associados com variagdes nos niveis de estradiol e na
modulacdo da sensibilidade ao FSH (24)(25). Polimorfismos do FSHR demonstraram
estar associados a uma baixa resposta ao FSH durante a HOC (23). Nos ultimos anos,
consideravel atencdo tem sido dada a superfamilia dos fatores de transformacdo do
crescimento, beta (TGF-B) e seu papel de destaque como reguladores locais da funcéo
ovariana e consequentemente da fertilidade. Em parte, este interesse cresceu a partir da
publicacdo de varios estudos mostrando que polimorfismos nos dos genes do fator de

transformacdo do crescimento — 9 (GDF9) e/ou da proteina morfogenética dssea — 15
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(BMP15) tém importante participacdo na determinacdo de padrdes da resposta
ovariana(3, 26-28).

Diante da necessidade de termos parametros melhores na avaliacdo da resposta
ovariana ao estimulo e o papel dos polimorfismos genéticos nos receptores e hormdnios
que participam da evolucdo e crescimento oocitario, nosso principal objetivo é avaliar a
relacdo entre a presenca dos polimorfismos genéticos em todas as fases do crescimento
folicular e desenvolvimento oocitario, incluindo o polimorfismo no gene do receptor do
FSH (Ser680Asn), no gene do LH (Trp8Arg e llel5Thr), no gene do receptor do LH
(18insLQ), nos genes do AMH (lle49Ser), receptor do AMH (482A>G), no gene da
BMP15 (673C/T, 9C/G, IVSI+905A/G), e no gene do GDF9 (546G>A, 398C>G,

447C>T e 646G>A), em pacientes submetidas a fertilizacdo in vitro.

2.2 Biomarcadores genéticos

Como vimos, as variagdes genéticas podem influenciar a resposta ovariana e
estarem associadas a ma resposta ovariana ao estimulo. A forma mais comum destas
variacOes génicas acontecem através da substituicdo de um Unico nucleotideo por outro
(single nucleotidepolymorphism — SNP) que ocorre em uma frequéncia de um a cada
1000 pares da base (29). O sequenciamento do genoma humano e a busca de mutac¢oes
em condi¢des patoldgicas mostram que SNPs sdo frequentes e ocorrem em horménios
do eixo hipotalamo-hipofise, assim como em seus receptores. Em geral a frequéncia dos
polimorfismos varia entre 15% a 50% da populacéo. Isso significa que estas alteragoes
genéticas ndo tém efeito deletério pronunciado sobre a funcdo reprodutiva, de outra
forma teria eliminado tais polimorfismos. Entretanto, os polimorfismos podem interferir

na funcdo através de pelo menos dois mecanismos: (i) mudanca das propriedades
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bioquimicas do produto do gene; ou (ii) atuando na transcri¢cdo génica para modificar a
atividade do mesmo.

SNPs geram diversidade genética e complexidade inter espécie e podem estar
ligados ao ajuste fino do feedback endocrino e da atividade hormonal. O resultado
dessas pequenas alteracdes genéticas pode alterar o desempenho reprodutivo com um
espectro que pode variar da funcionalidade completa a subfertilidade (30). Uma
aplicacdo potencial do estudo dos polimorfismos é a da farmacogenética, que é o estudo
das variacOes genéticas que podem levar a respostas individuais as drogas utilizadas.
Neste sentido, esta bem difundido o estudo dos polimorfismos dos genes do FSH, do
LH, AMH e seus respectivos receptores e mais recentemente tem sido estudado o papel
dos polimorfismos de fatores de crescimento produzidos localmente e que tém papel
determinante no desenvolvimento oocitario ainda na fase pré-antral, entre eles a
proteina morfogenética 6ssea 15 (BMP15) e o fator de desenvolvimento folicular 9

(GDF-9).

2.3 Polimorfismos do receptor do FSH:

O FSH e seu receptor desempenham papéis essenciais na regulacdo da
proliferacéo e esteroidogénese folicular na estimulagdo ovariana(5, 7). O receptor do
FSH é uma proteina transmembrana que consiste de dominios intra e extracelulares em
células da granulosa (31-33). E sintetizado por um gene de copia Unica e esta localizado
no cromossomo 2, e sua estrutura envolve 678 aminoacidos com sete dominios
transmembrana (34-35). A interacdo do FSH e seu receptor sdo complexos e envolvem
mudancas conformacionais no horménio que ocupa o dominio extracelular do receptor
(35). Existem mais de 900 SNPs no gene do receptor do FSH, mas apenas 5 estdo

localizados na regido codificadora do gene (éxon), sendo que essas muta¢fes ocorrem
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no éxon 10, nos codons 307, 329, 524, 665 e 680. Os dois SNPs mais comuns do éxon
10 correspondem as posices dos aminoacidos 307 e 680 (36). Estes polimorfismos
causam, respectivamente, a mudanca da treonina pela alanina na posi¢do 307
(Thr307Ala) e asparagina por serina na posi¢do 680 (Asn680Ser) (14). A maioria dos
estudos estd relacionado a posicdo 680 a qual € localizada na regido intracelular
enquanto que o polimorfismo na posic¢do 307 foi raramente estudado (15).

Foi demonstrado que mulheres homozigotas para Asn680 necessitam menor
dose de FSH para atingir a maturidade folicular do que pacientes homozigotas para
Ser680 ou heterozigotas, sugerindo uma sensibilidade maior ao FSH exdgeno nas
pacientes com genotipo Asn680 (37-38). Em um estudo caso controle, no grupo de
pacientes com polimorfismo Ser680 em homozigose, foi encontrado maior nimero de
pacientes com ma resposta a inducdo da ovulacdo, e consequentemente seu ciclo
cancelado, quando comparado ao grupo de pacientes selvagem para este alelo (21).
Outros investigadores avaliaram 161 mulheres submetidas a inducdo ovulatoria para
FIV, nas quais o numero de foliculos pré-ovulatérios, nimero de oocitos recuperados e
a concentracdo de estradiol alcancada ndo tiveram correlacdo com a presenca deste
polimorfismo. Entretanto, pacientes com polimorfismo Ser680, tinham niveis de FSH
levemente mais altos que pacientes heterozigotas ou homozigotas selvagens (38). Mais
recentemente, nosso grupo de pesquisa, demonstrou que os dois polimorfismos do
receptor do FSH estdo fortemente associados, mas nao completamente ligados ao

contrario do que demonstrado em estudos anteriores (39).

2.4 Polimorfismo do AMH e seu receptor

O hormoénio anti-mulleriano (AMH) é uma proteina dimérica, membro da

superfamilia dos fatores de transformacéo do crescimento B, envolvido no crescimento e
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diferenciacdo folicular (40-41). Os niveisséricos de AMH sdo baixos, quase
indetectaveis antes da puberdade (8). Apds a puberdade atingem a concentragcdo maxima
e, em seguida tais concentracdes séricas de AMH diminuem gradualmente como um
sinal de esgotamento da reserva folicular ao longo da vida reprodutiva, chegando a
niveis indetectaveis na menopausa (42). As células da granulosa de pequenos foliculos
antrais secretam AMH tanto no fluido folicular como na circulacéo (43).

O efeito do AMH na atividade ovariana parece ser complexo, cujo mecanismo de agéo
ainda ndo foi completamente elucidado (44). Acredita-se que o AMH participe na
liberacdo dos foliculos primordiais, coordenando o ritmo de reinicio da meiose e retorno
ao desenvolvimento oocitario (45). A circulacdo periférica exibe niveis pouco ou nédo
flutuantes na concentracdo de AMH ao longo do ciclo menstrual, uma vez que o AMH
ndo é secretado pelo foliculo dominante e pelo corpo luteo. Este fato da ao AMH uma
vantagem sobre outros marcadores de reserva ovariana com a inibina B e o FSH. O
AMH mostra menor variacao intraindividual que a contagem de foliculos antrais tanto
no mesmo como entre os ciclos. Concordando com esta citacdo, foi relatado que a
contagem de foliculo varia minimamente ao longo do ciclo e, portanto, ndo ha nenhuma
vantagem evidente em realizar a contagem de foliculos antrais em apenas um
determinado momento do ciclo (46).

A concentracdo sérica do AMH como preditor da resposta ovariana a inducéo
medicamentosa tem sido cada vez mais utilizada (47). Em geral uma baixa concentracédo
sérica de HAM antes da inducdo ovulatoria prediz uma baixa resposta ovariana(48)(49).
Alguns autores referem que em mulheres 0 AMH é secretado pelas células da granulosa
de foliculos ovarianos antrais em desenvolvimento (50) e inibe o recrutamento dos
foliculos primordiais e a mitose nas células da camada granulosa e, por conseguinte

pode ocasionar diminuigéo na sensibilidade ao FSH(45).



22

Os genes que codificam 0 AMH e 0 AMHR estdo respectivamente localizados
na posicao 19p13.3 e 12913(24). O AMH exerce seu efeito atraves do receptor AMHR2
(51). Em mulheres, este receptor esta presente nas células da teca e granulosa (51) e em
ratos 0 AMH inibe a atividade da aromatase e a expressdo dos receptores de LH nas
células da granulosa durante a estimulacdo ovariana (51). AMH também tem um papel
co-regulador da esteroidogénese nas células da camada granulosa (52)(53). Portanto, o
aumento na sinalizacdo do complexo AMHR poderia levar a uma baixa resposta a
inducdo ovulatoria.

Foi relatado que a concentracdo do AMH tem o0 mesmo nivel de acuracia e valor
clinico que a contagem de foliculos antrais, para a predicdo da méa resposta, mas néo de
gravidez (47), entretanto o AMH é melhor que a dosagem do FSH basal na predicdo a
ma resposta a estimulacdo ovariana (47). Tem sido relatado que o AMH é um melhor
preditor da resposta ovariana excessiva se comparado a outros fatores como idade,
indice de massa corporea, FSH basal e inibina B, de forma que a sua concentragédo pré-
FIV foi proposta como parametro usado na adequacdo da dose da medicalizacéo,
independente da idade e do IMC (54-55). Valores de AMH >3.5 ng/ml tem sido
utilizados na predicao de hiper-resposta/sindrome da hiperestimulagdo ovariana e desta
forma reduzindo o risco destes eventos, otimizando o tratamento e as taxas de gravidez
(16, 56). O AMH é de fato o marcador mais precoce da diminuicdo da reserva ovariana
e seus niveis séricos diminuem bem antes do aumento do FSH basal (57). Um nivel
sanguineo de 1,05 ng/ml foi descrito como um bom preditor de chances de parto em
mulheres com reserva ovariana diminuida, entretanto ha ocorréncia de partos mesmo
quando os niveis de AMH estéo indetectaveis (58).

VariacOes genéticas na funcdo do AMH tém motivado varios estudos, entre eles

a avaliacdo de SNPs no gene e no receptor do AMH em mulheres normogonadotropicas,
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onde foi evidenciadou aumento dos niveis de estradiol durante todo o ciclo menstrual, o
que pode representar uma avaliacdo indireta do aumento da sensibilidade folicular ao
FSH. Também foi demonstrado a presenca deste SNP em aproximadamente 19% das
mulheres, motivo pelo qual se justificaria a verificacdo da presenca deste polimorfismo
neste grupo de mulheres como forma de completar a avaliacdo da reserva ovariana e
poder juntamente com a avaliagdo do AMH termos um melhor fator preditivo da
resposta ovariana a inducdo para FIV (24). Se este SNP inibitorio ndo for detectado
antes da realiza¢do, um numero significativo de pacientes podera ter um maior nimero
de foliculos recrutados em cada ciclo, maior do que o previsto pelas concentragdes
séricas do AMH, fato que pode associar-se ao aumento do risco de uma hiper-resposta.
De outra forma se 0 SNP aumentar a bioatividade do AMH2, pacientes portadoras deste
polimorfismo, poderdo apresentar uma baixa resposta a estimulacdo ovariana, apesar
das concentragdes séricas normais do AMH. Foi demonstrado que mulheres portadoras
de um polimorfismo especifico do receptor do AMH (A>G - 482) iniciaram a
menopausa 2,8 anos mais cedo, novamente sugerindo um papel sinalizador do AMH no
pool de foliculos primordiais (24).

Esses dados em conjunto mostram que os polimorfismos do FSH e do AMH
podem estar associados com uma sutil reducdo da reserva ovariana. O esclarecimento
do seu papel exato na funcdo ovariana e na resposta ovariana a inducdo da ovulacéo
pode ajudar a selecionar fatores importantes a serem contabilizados na individualizacédo

do tratamento em reproducao assistida.

2.5 Polimorfismo do LH e seu receptor

O LH ¢ uma glicoproteina heterodimérica composta de duas subunidades, a o e a

B. A cadeia polipeptidica B (LHp) codifica a subunidade B do hormonio. O FSH e o LH
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dividem a subunidade a, enquanto que a subunidade B é hormdnio especifico e inclui o
dominio de ligacdo do receptor. O LH estimula a producdo de androgénios os quais séo
0 substrato para a sintese do estrogénio. O LH colabora com o FSH na esteroidogénese
e desenvolvimento folicular, maturagdo, ovulacdo e luteinizacdo do foliculo lider (59).
O gene do LHB esta localizado na regido 11p13 e possui 3 éxons. Foram identificados
179 SNPs (www.snpper.chip.org) e 3 polimorfismos na area de codificacdo do LH que
sdo responsaveis pela diminuicdo na atividade do LH (60).

Uma variante genética comum de LH (v-BLH) que ocorre devido a dois
polimorfismos com trocas de base no gene da subunidade P, alterando a sequéncia de
aminoacidos Trp8Arg e llel5Thr foi descrita como uma forma imunolégica anémala de
LH (61-62). O v-BLH elevou bioatividade in vitro, mas com uma meia vida
significativamente mais curta (26 min), quando comparada com o tipo selvagem de LH
(w-LH) (48 min) (60). A frequéncia de pulso v-BLH ¢ normal, isso resulta em uma agdo
funcional do LH, que é mais potente no local do receptor, mas com uma menor duracao
in vivo. O v-BLH é comum em todo o mundo, com uma frequéncia variando entre 0% a
52% em varios grupos étnicos (63). Desde a descoberta desta variante, seu papel tem
sido investigado, e foi associado a abortos recorrentes (62), irregularidades menstruais
causando infertilidade (61) entre as portadoras de resisténcia ovariana ao FSH
recombinante as quais requerem altas doses de FSH recombinante ao ter um pequeno
numero de odcitos recuperados (64). Esta variante do LH de curta duracdo parece ser
menos efetiva, e com capacidade reduzida para sustentar mdaltiplos foliculos em
desenvolvimento durante a estimulagdo ovariana.

Pode-se deduzir que a presenca da v-BLH parece ser menos eficiente do que w-
LH apesar de sua forte poténcia invitro. Com base nisso, serdo necessarios mais estudos

com maior numero de individuos e em diferentes populacfes para esclarecer se 0
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polimorfismo Tr8Arg-1le5Thr podera representar um marcador de estimulacdo ovariana
ao destacar subgrupos de mulheres que poderéo ser beneficiadas pela suplementacéo de
LH exdgeno. Fato este ja sugerido por um estudo anterior que obteve melhora na
resposta ovariana quando foi associado LH em pacientes que requeriam alta dose de
FSH recombinante (65).

O LH exerce suas ac¢des atraves da ligacdo ao seu receptor de superficie celular,
0 LHR (também conhecidos como LHCGR) pelo fato de o hCG ligar-se ao mesmo
receptor. Os receptores do LH localizam-se nas células da teca, assim como na
granulosa e sua presenca deve-se a inducdo pelo FSH. Estes receptores sao importantes
na esteroidogénese ovariana, na luteinizagdo e, por conseguinte na sintese de
progesterona (25). O LHR e critico para a manutencgéo funcional da teca, maturacdo dos
foliculos e no processo ovulatorio. Um estudo encontrou um aumento na expressdo do
gene do LHR em ma respondedoras cerca de duas vezes maior que nas pacientes com
resposta ovariana normal. Este aumento pode ser explicado pela luteinizacdo prematura
com consequente aumento de LHR nas células foliculares, o que pode ocorrer com as
pacientes ma respondedoras dado o aumento do FSH na fase folicular. E também
possivel que o0 aumento na expressdo do gene do LHR podera ter sido um resultado das
altas doses de FSH administrados durante a fase de indugdo ovulatoria (66). O gene
LHR estad localizado na regido 2p21, composta de 11 éxons e varios polimorfismos
comuns foram identificados (mais de 520 SNPs de acordo com a base de dados
www.snpper.chip.org). Os polimorfismos 18insLeuGIn, Asn291Ser e Ser31Asn no
gene do LHR tem estado associado com aumento na atividade do receptor (67-68).
Outros autores analisaram o polimorfismo 18insLeuGlIn na regido codificadora do LHR
em um grupo relativamente pequeno de pacientes com sindrome de hiperestimulacéo

ovariana e ndo encontraram associagdo entre estas variantes e o desenvolvimento de
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hiperestimulo durante a inducdo ovulatéria para FIV (69). Em funcdo do pequeno
numero de estudos sobre a relacdo dos polimorfismos do LHR em mulheres submetidas
a FIV, julga-se necessario a realizacéo de outras pesquisas que venham a desvencilhar o

papel destes polimorfismos nas diferentes respostas a estimulacao ovariana para FIV.

2.6 Polimorfismos da Proteina Morfogenética Ossea 15 (BMP15)

A proteina morfogenética 6ssea 15 (BMP15) é um membro da superfamilia de
fatores de crescimento transformante  (TGF-B) e considerada importante fator de
crescimento intra-ovariano em mamiferos. E secretada pelo odcito e apresenta um
significativo papel mitogénico sobre as células da granulosa, contribuindo
positivamente para o desenvolvimento folicular durante as fases iniciais e finais da
foliculogénese (70). Um estudo recente em foliculos primordiais humanos encontrou a
BMP15 em odcitos e seu RNAm nas células da camada granulosa (29). Este fato
destacou o possivel papel da BMP 15 no recrutamento dos foliculos primordiais. A
BMP15 age através da ligacdo aos receptores BMPR-IA, BMPR-1B e BMPR-II (71).
Durante sua acdo bioldgica na célula, a BMP15 se liga primariamente ao receptor ALK-
6 e, em seguida, promove o0 recrutamento do receptor BMPR-II para o complexo pré-
formado (72). Este ultimo receptor, por conseguinte, induz a fosforilagdo do ALK-6 ja
previamente ligado a proteina, determinando a fosforilacdo de moléculas de sinalizacéo
intracelular denominada Smads. Essas moléculas, classificadas como Smadsl, 5 e 8,
interagem com outra molécula (Smad4), resultando na formacgdo de um complexo
sinalizador que é translocado para o ndcleo a fim de regular a transcricdo de genes-alvo
e deste modo, determinar a a¢do da proteina (73). A BMP15 tem sido reconhecida ainda

como um importante inibidor da expresséo do receptor de FSH em células da granulosa,
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determinando o bloqueio da sintese de progesterona induzida pelo FSH e inibindo
também a expressdo de proteinas (StAR e P450scc) envolvidas na esteroidogénese e
estimuladas por esta gonadotrofina. Essa caracteristica tem sido intrinsecamente
precoce (74). A BMP15 exerce uma gama de efeitos nas células da granulosa (75) entre
eles a diminuicdo da expressdo do FSHR na superficie das células da granulosa (76).
Um SNP no gene codificador da BMP15 que torne a proteina menos bioativa ou iniba a
sua secrecdo poderd teoricamente aumentar a sensibilidade dos foliculos ao FSH e um
SNP ativador podera desencadear efeito oposto e desta forma relacionar-se a dois
desfechos clinicos importantes; baixa ou alta resposta, durante a estimulacdo ovariana
para FIV.

Quatro polimorfismos do gene da BMP15 foram estudados, quanto aos
respectivos efeitos na resposta ovariana durante a indugé@o ovulatéria em ciclos de FIV.
Variantes alélicas da BMP15, 673C>T, 9C>G e IVSI + 905 A>G estiveram associados
a alta resposta (27, 64). Embora tais polimorfismos ndo tenham mostrado uma forte
associacdo com o risco de sindrome do hiperestimulo, os haplotipos TGAA (- 673, - 9,
IVS + 905), Asn103Ser foram um fator de risco e os haplotipos CCAA conferiram
protecdo a sindrome de hiperestimulo (62). Em uma recente publicacdo foi evidenciado

uma associacao entre o alelo — 9 G e uma alta resposta a estimulacéo ovariana (27).

2.7 Fator de Crescimento e Desenvolvimento — 9 (GDF9)

O GDF9 assim como a BMP15 é expresso no oocito desde a fase inicial do
desenvolvimento folicular (27). Ambos desempenham um papel importante no

desenvolvimento folicular e na ovulagdo. O gene que codifica 0 GDF9 est4 localizado
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na regido cromossémica 5931. 1. Em humanos os polimorfismos do GDF9 estdo
associados a fecundidade e a um aumento na incidéncia de gémeos dizigéticos (77) e a
faléncia ovariana prematura (78).

No estagio pré-antral, o GDF9 tem mostrado ser efetivo em estimular o
crescimento das células foliculares. Na transicdo para o estagio antral, parece que o
GDF9 atua no crescimento folicular suprimindo a apoptose e a atresia folicular. Isto se
deve em parte pela capacidade de o GDF9 estimular a expressao do FSHR como
adequar os niveis de FSHR nas células da granulosa, passos fundamentais ao
crescimento folicular na fase dependente da acdo do FSH (79-80).

O GDF9 exerce também um importante papel na fase final do desenvolvimento
folicular prévia a ovulagdo. Fornece suporte metabolico na biossintese dos esterdides
antes do desencadeamento do pico de LH. Além de regular o metabolismo das células
do cumulus, o0 GDF9 regula a expressdo génica durante o estagio pré ovulatério (79-80).

Recentemente algumas variantes genéticas do GDF9 foram identificadas e sua
correlagdo com a resposta ovariana e os desfechos reprodutivos em FIV tém sido
avaliados (28, 81). Trés polimorfismos, 169G>A, 447C>A e 546G>A até o presente
momento tém sido mais frequentemente estudados. Em 2010 um estudo rastreou 0s
polimorfismos anteriormente citados em 106 chinesas com reserva ovariana diminuida e
comparou com um grupo de mulheres com resposta normal, concluiram que existe uma
correlagcdo entre o genotipo GDF9 546G>A e uma reserva ovariana diminuida. Ao
examinar a correlacdo entre os polimorfismos e os desfechos em FIV entre mulheres
com resposta diminuida e mulheres com resposta normal foi observado que as
portadoras do alelo GDF9 546G>A (genotipo GA/AA) tiveram uma alta prevaléncia de
resposta ovariana pobre e apesar de receberem uma maior dose de FSH recombinante

continuaram tendo poucos odcitos MlI, baixa taxa de fertilizacdo poucos embrides com
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boa qualidade e baixo indice de gravidez. Em contraste, nos controles os parametros
observados no genotipo GA/AA néo diferiram daquelas com geno6tipo GG. Contudo nao
foi detectada correlacdo entre o polimorfismo 169G>A e 477C>T e desfechos em FIV
(26, 28, 81). Estes resultados mostram que as variantes genéticas do GDF9 pelo menos,
em parte podem estar relacionadas a piores resultados em FIV em mulheres com
resposta ovariana diminuida. Concluem, entretanto que mais estudos serdo necessarios
para esclarecer os mecanismos envolvidos nos efeitos dos polimorfismos do GDF9 na

funcdo ovariana.

2.8 Polimorfismos e FIV

ApOs constatarmos a importancia, prevaléncia e a importancia social e
epidemioldgica dos tratamentos de alta complexidade de mulheres inférteis e a
influéncia dos polimorfismos dos genes reguladores do desenvolvimento inicial e
crescimento folicular em que podemos destacar o FSH, LH, HAM, BMP15 e GDF9,
torna-se imprescindivel o melhor conhecimento e quantificacdo desses fatores na
reposta a estimulacdo oocitaria em pacientes realizando FIV, o que permitird a
individualizagdo do tratamento, a melhor avaliacdo progndstica como também a

otimizag&o dos desfechos reprodutivos em mulheres submetidas a fertilizacéo in vitro.
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3. MARCO TEORICO

Como vimos, existe uma substancial variabilidade na resposta ovariana durante a
estimulacdo com a utilizacdo das gonadotrofinas em mulheres submetidas a estimulagdo
ovariana para FIV, a qual pode oscilar desde uma resposta pobre, resultando em
cancelamento do ciclo, a uma resposta excessiva caracterizando a sindrome da
hiperestimulagdo ovariana. Além disso, podemos constatar que a identificacdo de
fatores preditivos relacionados a resposta ovariana apesar de ser um passo importante no
tratamento ainda carecem de melhor acurdcia na determinacdo de um correto
diagnostico.

Percebemos também que ndo ha consenso a respeito do parametro ideal para a
quantificacdo da resposta ovariana, seja a utilizagdo da avaliacdo hormonal pré inducéo,
contagem de foliculos antrais, valor absoluto do nimero de foliculos com didmetro > 17
mm, nimero e grau de maturacdo dos o6citos recuperados, nimero e qualidade oocitaria
e embrionaria. Todavia, fatores intrinsecos ovarianos e de crescimento folicular ainda
sdo desconhecidos e, portanto ndo somos capazes de medir corretamente a eficacia da
prescrigédo utilizada no tratamento.

Neste contexto, com a descoberta de SNPs relacionados a resposta ovariana,
sendo que o primeiro SNP estudado foi o polimorfismo do receptor do FSH Asn680Ser,
o qual afeta os niveis basais de FSH e aumenta a necessidade de gonadotrofina durante
a hiperestimulacdo ovariana controlada (HOC), percebemos entdo a necessidade de
investigar com maior precisdo todos os fatores envolvidos no desenvolvimento
oocitério, e em especial, os hormdnios, fatores de crescimento e receptores que estejam

diretamente ligados a este mecanismo.
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A partir deste marco, estudar todos os fatores envolvidos na foliculogénese:
oocitarios, foliculares e extra foliculares, compreendendo o GDF9, BMP15, HAM, FSH
e LH, tornam-se cruciais, pois sabemos que possiveis alteracdes em SNPs nestes fatores
podem afetar os niveis de mMRNA ou a sequéncia protéica e desta forma promover
variacdes protéicas quantitativas e funcionais as quais estdo associadas a variabilidade

inter-individual na resposta ovariana e qualidade oocitéria.
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4. JUSTIFICATIVA

Considerando a prevaléncia e importancia social e epidemiologica dos
tratamentos de alta complexidade de mulheres inférteis e o contexto atual da literatura, a
presenca de polimorfismos genéticos podem influenciar a regulacéo, desenvolvimento e
crescimento folicular.

Destacam-se como potenciais reguladores destes mecanismos os polimorfismos
dos genes do FSH e seu receptor, LH e seu receptor, HAM e seu receptor, BMP15 e
GDF9. Possiveis polimorfismos nestes locais poderiam causar repercussdonos fatores
autocrinos e paracrinos, desta forma, torna-se imprescindivel o melhor conhecimento e
quantificacdo desses fatores, o que permitira a individualizacdo do tratamento, a melhor
avaliacdo prognostica, como também a otimizacdo dos desfechos reprodutivos em

mulheres submetidas a fertilizacao in vitro.
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5. OBJETIVOS

Avaliar a relacdo entre a presenca dos polimorfismos no genes do LH (Trp8Arg
e llel5Thr), AMH (lle49Ser), BMP15 (673C/T, 9C/G, IVSI+905A/G), GDF9
(546G>A, 398C>G, 447C>T e 646G>A), e dos receptores do FSH (Ser680Asn), do LH
(18isnILQ) e do AMH (1l1e49Ser), no numero de odcitos recuperados em estagio M1l em
pacientes pobres respondedoras comparadas com pacientes normo respondedoras
submetidas a fertilizacdo in vitro.

Avaliar a relacédo entre a presencga do polimorfismo no gene do receptor do FSH
(Ser680Asn) no numero de odcitos recuperados em estagio MIl em pacientes pobres
respondedoras comparadas com pacientes normo respondedoras submetidas a
fertilizag&o in vitro.

Avaliar a relagdo entre a presenca dos polimorfismos no gene do receptor do LH
(Trp8Arg e 1le15Thr) no nimero de odcitos recuperados em estagio MIl em pacientes
pobres respondedoras comparadas com pacientes normo respondedoras submetidas a
fertilizag&o in vitro.

Avaliar a relagéo entre a presenca do polimorfismo no gene do receptor do gene
do receptor do LH (18isnlLQ) no numero de odcitos recuperados em estagio MIl em
pacientes pobres respondedoras comparadas com pacientes normo respondedoras
submetidas a fertilizacdo in vitro.

Avaliar a relagédo entre a presenca do polimorfismo no gene do receptor do gene
do AMH (lle49Ser) no numero de odcitos recuperados em estagio MIl em pacientes
pobres respondedoras comparadas com pacientes normo respondedoras submetidas a

fertilizag&o in vitro.
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Avaliar a relagéo entre a presenca do polimorfismo no gene do receptor do gene
do receptor do AMH (482A>G) no numero de o0citos recuperados em estagio MIl em
pacientes pobres respondedoras comparadas com pacientes normo respondedoras
submetidas a fertilizacéo in vitro.

Avaliar a relacdo entre a presenca dos polimorfismos no gene do receptor do dos
genes da BMP15 ( 673C/T, 9C/G, IVSI+905A/G) no nimero de odcitos recuperados em
estdgio MIlI em pacientes pobres respondedoras comparadas com pacientes normo
respondedoras submetidas a fertilizacéo in vitro.

Avaliar a influéncia dos polimorfismos nos genes do GDF9 (546G>A, 398C>G,
447C>T e 646G>A) nos parametros hormonais em mulheres submetidas a fertilizacao
in vitro.

Avaliar a influéncia dos polimorfismos nos genes do GDF9 (546G>A, 398C>G,
447C>T e 646G>A) na reserva ovariana em mulheres submetidas a fertilizacdo in vitro.

Avaliar a influéncia dos polimorfismos nos genes do GDF9 (546G>A, 398C>G,
447C>T e 646G>A) no numero e qualidade de odcitos recuperados em mulheres

submetidas a fertilizacéo in vitro.
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6. HIPOTESE NULA

Os SNPs dos seguintes genes: do LH (Trp8Arg e llel5Thr), AMH (lle49Ser),
BMP15 (673C/T, 9C/G, IVSI+905A/G), GDF9 (546G>A, 398C>G, 447C>T e
646G>A), e dos receptores do FSH (Ser680Asn), do LH (18isnlLQ) e do AMH
(482A>G), ndo interferem no ndmero de odcitos em estdgio MII recuperados em
mulheres submetidas & hiper-estimulacdo ovariana com gonadotrofina exdgena para

fertilizag&o in vitro.

Os SNPs dos seguintes genes do GDF9 (546G>A, 398C>G, 447C>T e 646G>A)
néo interferem na dindmica folicular, nos parametros hormonais, de reserva ovariana, no
namero e qualidade de od6citos recuperados em mulheres jovens submetidas a hiper-

estimulagdo ovariana com gonadotrofina exdgena para fertilizacao in vitro.
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8. ARTIGO 1: Association of LH, AMH, BMP15, GDF9, FSHR, LHR,
and AMHR genetic polymorphisms with poor responses in patients
undergoing in vitro fertilization
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Abstract

Context: Approximately 10% of women seeking fertility treatment have diminished
ovarian reserve (DOR). Gene association studies have identified several single
nucleotide polymorphisms (SNPs) involved in the ovarian response.

Objective: To evaluate the associations of the polymorphisms in genes encoding major
hormones and their receptors with follicular development. In particular, polymorphisms
in the LH (Trp8Arg andllel5Thr), AMH (lle49Ser), BMP15 (673C>T, 9C>G,
IVSI+905A/ G) and GDF9 (546G>A, 398C>G, 447C>T and 646G>A) genes, and FSH
(Ser680Asn), LH (18isnlLQ) and AMH receptors (482A>G) genes were assessed in
patients undergoing stimulation for in vitro fertilization (IVF), and differences between
patients in terms of treatment success (poor and normal responding) were investigated.
Design and setting: we performed a case-control study.

Materials: Normal patients and poor responders undergoing IVF.

Interventions: We extracted DNA from the peripheral blood and assessed
polymorphisms in the LH, AMH, BMP15, GDF9, FSHR, LHR and AMHR genes using
polymerase chain reaction (PCR).

Main outcome measures: The presence of these polymorphisms in poor and normal
responder patients undergoing IVF.

Results: In the present study, we found that the 398C>G polymorphism in the GDF9
gene was present in 68% of poor responders versus 23% of normal responders to
ovarian stimulation for IVF (OR: 4.01, 95% CI:1.52-10.60). In addition, the
homozygous mutant genotype for the 447C>T polymorphism of the GDF9 gene was
found in 50% and 19%, respectively, of poor and normal responder patients (OR: 2.88,
95% CI:1.19-6.04), which provides evidence for the strong association between poor

ovarian response and ovulation induction. Only the GDF9 398C>G polymorphism was
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associated with a poor response to treatment, after controlling for any bias related to the
other polymorphisms.

Conclusions: We conclude that the GDF9 398C>G and 447C>T polymorphisms exert
important influences on oocyte development. These findings represent the basis for
future functional studies aimed at elucidating the precise genetic mechanism involved in
oocyte development and developing potential treatments to improve the number of

oocytes retrieved in patients with GDF9 polymorphisms.

Key words: poor response, polymorphisms, ovarian reserve, IVF



46

Manuscript:

Introduction

Approximately 10% of women seeking fertility treatment have diminished
ovarian reserve (DOR), which is defined as a decrease in the number or quality of
oocytes (1-4). The Bologna Criteria published in 2011 define a poor ovarian response as
two or three of the following criteria: older than 39 years of age; prior poor ovarian
response to conventional stimulation protocols (less than three oocytes retrieved); and
abnormal ovarian reserve test results (5). The etiology of DOR has been associated with
autoimmune, idiopathic, iatrogenic and genetic factors (6-7), and the causes of
prematurely decreased follicle number can occur at many different levels of follicular or
oocyte development (1).

Gene association studies have identified a number of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) affecting the gonadotrophin, steroid and TGFf signaling
pathways involved in the ovarian response. Most of these SNPs alter mMRNA levels or
protein sequences and thus lead to quantitative functional protein variations that may
account for the observed inter-individual variability in controlled ovarian
hyperstimulation (COH) (1). The first SNP studied was the follicle-stimulating hormone
(FSH) receptor polymorphism, Asn608Ser, which affects baseline FSH levels and
increases gonadotrophin requirements during COH (8-9). Another study found that
women who were homozygous for the Ser680 variant had a greater number of mature
oocytes compared to women who were homozygous for the Asn680 variant. The anti-
Mullerian hormone (AMH) (11e49Ser) and AMH receptor (AMHR) polymorphisms (-
428A>G) have been associated with variations in estradiol levels and may modulate
FSH sensitivity (10). In women undergoing IVF treatment, the 8Arg-15Thr variant has

been found to be more frequent among hypo-responders to recombinant FSH (rFSH)
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(11) and among women with ovarian resistance to rFSH who require higher rFSH
consumption yet achieve fewer oocytes retrieved (11).

Growth differentiation factor 9 (GDF-9) and bone morphogenetic protein 15
(BMP-15) are expressed in oocytes from early stage follicles (12), and both proteins
play crucial roles in determining follicle growth and ovulation rates. With respect to
COH phenotypes, GDF9 and BMP15 alleles have been associated with stimulation
outcome (13-15). In particular, variant alleles of BMP15 were associated with increased
follicle production in COH (13). In addition, another published study demonstrated a
association between the -9G allele and a high response to ovarian stimulation (15).
Several genetic variants of GDF9 have been identified, and their correlation with poor
ovarian response has been noted, suggesting that these variants contribute to aberrant
follicular development and oocyte loss (16-19). In the GDF9 gene 546G>A
polymorphism, the A allele was correlated with poor COH and IVF outcomes in women
with DOR (14).

The results of previous studies suggest that genetic polymorphisms may be
associated with the ovarian response (7). However, this is the first paper that included
polymorphisms that are related with all stages of follicular development. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the association between polymorphisms in genes
encoding the major hormones and their receptors involved in follicular development
(FSH, LH, BMP15, GDF9, AMH) and compare these polymorphisms between poor and

normal responder patients undergoing stimulation for IVF.
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Materials and methods

Ethical approval
All participants signed an informed consent form. The study was approved by
the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Institutional Review

Board equivalent #14/0070).

Subjects

Patients undergoing IVF at the Pronatus Center of Reproductive Medicine were
prospectively selected. All patients who satisfied the inclusion and exclusion criteria
were invited to participate in the study and signed an informed consent form.
Inclusion criteria

The inclusion criteria were as follows: age between 20 and 39 years; presence of
ovaries; no previous I\VF treatment; BMI < 30, and infertility due to male factor, tubal
factor or unexplained causes. None of the women had endocrine disorders.
Exclusion criteria

The exclusion criteria were as follows: age older than 40 years; presence of only
one ovary; previous chemotherapy; abnormal karyotype; and other factors affecting
ovarian function, such as ovarian surgery or endometrioma.
Ovarian stimulation protocol

The ovarian stimulation protocol included rFSH antagonists and recombinant
human chorionic gonadotropin (rhCG). All patients underwent an antral follicle count
on day 2 or 3 of the menstrual cycle, and FSH, luteinizing hormone (LH), and estradiol
assays were performed. Treatment with rFSH (Puregon — Organon) was then initiated.
After cycle day 5, transvaginal ultrasound was performed every two days to monitor the

development of the follicles. Of note, the rFSH dose was optimally adjusted based on
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the ultrasound results regarding the number and size of the developing follicles. The
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) antagonist Orgalutran (Organon 0.25 mg/d)
was administered daily by subcutaneous (s.c.) injection from stimulation cycle day 6
until the administration of recombinant rhCG (Ovidrel 250 mcg, Serono).
Ultrasonography was performed every 2 days to monitor follicular growth, until the
majority of the follicles reached 17 mm in diameter. Oocyte maturation was stimulated
with rhCG, and follicular and oocyte retrieval were guided by transvaginal ultrasound
performed after 35 hours.

Study groups

After oocyte retrieval, patients were classified into 2 groups: poor responders

PR (3 or fewer oocytes) and normal responders NR (4 or more oocytes).

DNA preparation

DNA was extracted from 350 pL of peripheral blood collected in EDTA tubes as
outlined in the protocol for the Easy-DNA commercial kit (Invitrogen, UK). DNA
concentration and purity were determined wusing a NanoDrop ND1000
spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc., USA). This DNA was used for the
analysis of polymorphisms in the LH, LHR, GDF9, FSHR, AMH, AMHR and BMP15

genes (TABLE 3).

Detection of LH, LHR, FSHR, and GDF9 polymorphisms by PCR

Polymerase chain reaction (PCR) was performed to amplify the regions of
interest in the LH, LHR, FSHR and GDF9 genes (TABLE 3). The forward and reverse

primers delimited the regions where the polymorphisms are located and are described in
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TABLE 3. Amplification of 200 ng of DNA was performed in a Veriti ® 96-well
thermocycler (Applied Biosystems, USA) using Invitrogen (UK) reagents. The
following annealing temperatures were applied: 63°C, LHR; 64°C, GDF9; 63°C, FSHR,;
and 60°C, LH. The PCR products were stained with SYBR ® Gold (Life Technologies,
USA) and verified by electrophoresis on 1.5% agarose gels; the DNA fragments showed
the following sizes: LHP - 662 base pairs, LHR - 350 pairs bases, GDF9 - 491 base

pairs and FSHR - 520 base pairs.

Detection of LH, LHR and GDF-9 polymorphisms by direct sequencing

PCR products were purified using the PEG8000 purification protocol with 2.5%
NaCl. Direct sequencing was performed using the Sanger method with an ABI 3500
Genetic Analyzer automated sequencer (Applied Biosystems, USA). Assays were
performed at the Unit of Molecular and Protein Analysis of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (UAMP / HCPA). Primers for sequencing were used at a concentration of
4 pmol/uL. The results were compared with the NCBI reference sequences (LHp -

NM_000894.2, LHR - NM_000233.3 and GDF9 - NM_005260.3) (TABLE 3).

Detection of FSHR polymorphisms by RFLP

The product of the PCR reaction for the FSHR gene was subjected to restriction
fragment length polymorphism (RFLP) using the BSRI restriction enzyme for 4 hours at
65°C. After digestion, the samples were stained with SYBR ® Gold (Life Technologies,
USA), and the following products were obtained by electrophoresis on a 2.5% agarose
gels: NN (680Asn/Asn) fragment of 520 base pairs, SS (680Ser/Ser) fragments of 413
and 107 base pairs, and NS (680Asn/Ser) fragments of 520, 413 and 107 base pairs. The

results were compared with the NCBI reference sequence NM_000145.3 (TABLE 3).
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Detection of AMH, AMHR and BMP15 polymorphisms

Polymorphisms in the AMH, AMHR, and BMP15 genes (TABLE 3) were
determined by TagMan allelic discrimination using real-time PCR with a DNA
concentration of 10-20 ng. The tests used are shown in Table X (Applied Biosystems,
USA) and were performed using a StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, USA) in the Unit of Molecular and Protein Analysis at the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (UAMP / HCPA).

Statistics

Data were tested for normality using the Kolmogorov-Smirnov test; data with a
normal distribution, as determined by t-test, were used to compare means. The Kruskal-
Wallis test was used for non-parametric data.

The observed numbers for each genotype were compared with the expected
values to test whether the sample was in Hardy-Weinberg equilibrium using the chi-
squared test with one degree of freedom. Statistical analyses to determine the
association between the polymorphisms were performed using the chi-squared test and
the Monte Carlo method of performing multiple simulations, assuming that the null
hypothesis is correct with fixed marginal values. The marginal values were determined
from experimental data. This method determines an empirical P value for the observed
data. Moreover, we utilized advanced statistical analysis to evaluate the effects of the
studied polymorphisms, we used logistic regression to predict the effect of these
polymorphisms on poor response to treatment.

Statistical significance was set at P<0.05. The statistical tests were performed

with the Statistical Package for the Social Sciences 17 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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Results

The demographic data are presented in TABLE 1. The ovarian and hormonal

characteristics of the female sample are presented in TABLE 2.

Hardy-Weinberg equilibrium was tested using the chi-squared test, and the
following P values were obtained: P=0.51 for GFD9 398C>G P=0.33 for GFD9
447C>T; P=0.74 for GFD9 546G>A; P=0.51 for FSHR; P=0.60 for LH8; P=0.60 for
LH15; P=0.99 for LHR; P=0.16 for AMH; P=0.91 for AMHR; P=0.98 for BMP15

polymorphism 1 and P=0.33 for BMP15 polymorphism 2.

The genotype and allele frequencies for the LH (Trp8Arg and 1le15Thr), LHR
(18isnLQ), GDF9 (398C>G, 546G>A, 447C>T and 646G>A), FSHR (Asn680Ser),
AMH (1le49Ser), AMHR (482A>G) and BMP15 (9C>G) polymorphisms are shown in
TABLE 4. An analysis of the GDF9 398C>G genotypes demonstrated an odds ratio of
4.01 (1.52-10.60), and the GDF9 447C>T genotypes demonstrated an odds ratio of 2.88
(1.19-6.04) for the presence of these polymorphisms in the poor responder group.

When we evaluated our data using logistic regression analysis to determine the
influence of the polymorphisms (TABLE 5), only the GDF9 398C>G polymorphism
was associated with a poor response to treatment, after controlling for any bias related

to the other polymorphisms.
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Discussion

In the present study, we showed that the presence of the 398C>G polymorphism
in the GDF9 gene was associated with a poor response in infertile patients undergoing
ovarian stimulation for IVF (<3 mature oocytes). In particular, the mutant genotype was
found in 69% of poor responder patients yet only 23% of normal responders, thus
indicating a strong association of this polymorphism with poor ovarian response. The
homozygous mutant genotype for the 447C>T polymorphism of the GDF9 gene was
found in 50% and 19%, respectively, of poor and normal responder patients, supporting
the same strong association with poor ovarian response to ovulation induction.

Multivariate analysis revealed the possible influence of polymorphisms in genes
regulating follicular growth and oocyte development (FSHR, LH, LHR, AMH, AMHR,
BMP15 and GDF9). In addition, analysis of the response to gonadotropin administration
(as part of ovarian hyperstimulation for IVF) showed that only the 398G>C
polymorphism in the GDF9 gene had a strong association with poor ovarian response
(P=0.039), suggesting that this polymorphism plays an important role in the status of
ovarian reserve and function.

In this study, we found no correlationbetween somepolymorphisms, including
those in the LH (Trp8Arg and 1le15Thr), LHR (18isnLQ), GDF9 (398C>G, 546G>A,
447C>T and 646G>A), FSHR (Asn680Ser), AMH (11e49Ser), AMHR (482A>G) and
BMP15 (9C>G) genes, and a poor response to IVF treatment.Other studies have
demonstratedan associationbetween FSHR (20-21) and LHR (22) polymorphisms and a
poor response to treatment, although these results were not supported by data in our
study. Onepossible causefor this differenceis theethnic originof the populationin each

study.
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GDF9 plays a pivotal role during early folliculogenesis, and deletion of GDF9 in
the mouse causes follicular arrest at the primary stage and infertility (23). In addition,
GDF9 stimulates granulosa cell proliferation (24) and cumulus cell expansion (25),
inhibits follicular apoptosis (26), and enhances oocyte and embryo development (27-
28). In this study, the number of antral follicles, total follicles, and oocytes retrieved; the
level of HAM expression; and the estradiol level on the day of r-hCG administration
were lower in patients with a poor response, suggesting that the GDF9 polymorphism
influences oocyte development at all stages of folliculogenesis.

In vitro studies using recombinant GDF-9 protein have clarified the biological
roles and importance of GDF-9 in follicle growth and development at all stages of
folliculogenesis. At the preantral stage, GDF-9 has been shown to be effective in
stimulating the growth of in vitro-cultured preantral follicles (29). GDF-9 also promotes
early preantral follicle growth in human ovaries (30). In the transition to the antral stage,
it appears that GDF-9 promotes follicular survival by suppressing granulosa cell
apoptosis and follicular atresia (26). This may be achieved in part by GDF-9 stimulation
of FSHR expression, as adequate FSRH levels in granulosa cells are essential for FSH-
dependent antral follicle growth.

GDF-9 also plays an important role during the final stages of follicle growth
prior to ovulation. Prior to the LH surge, cumulus cells require GDF-9 to support
metabolic cascades such as glycolysis and sterol biosynthesis (31). GDF-9 also
regulates diverse processes and gene expression during the preovulatory stage (32) and
enhances cumulus cell expansion in the presence of FSH (33), whereas this
enhancement was not observed in the absence of FSH (34). Although animal models
and in vitro and humans studies have revealed the role of GDF9 in regulating follicular

development, little is known about its role in human ovarian function. However, studies
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have demonstrated a strong correlation between GDF9 polymorphisms in women with
DOR, poor responses to treatment, and poor IVF outcomes (19, 35), indicating that
GDF9 plays an important role in determining ovarian reserve status and function.

One strength of thepresent study is thefact that we found a strong association
between the GDF-9 398 C>G polymorphism and poor ovarian responses in patients
undergoing ovarian stimulation for IVF, who were sampled froma relatively young and
ethnically heterogeneous population. Nevertheless, despite the number of patients
evaluated, we found a population with heterogeneous ethnicities. Our findings indicate
that this polymorphism may serve as a marker in predicting ovarian responses in other
populations, however the limitation of our results is that we don’t realized functional
studies to validate the precise genetic mechanism involved in oocyte development.

Thus,we conclude that the GDF9 398C>G polymorphism exerts an important
influence on oocyte development. Additionally, this polymorphism can be used as a
markerin the evaluation of patients undergoing ovarian stimulation for IVF to improve
the efficacy of medications and therefore more cost-effective individualization of
treatment. Nevertheless, functional studies should be performed to determine the precise
mechanism involved and to develop treatments to improve the number of oocytes that

are retrieved from patients with this polymorphism.
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TABLE 1
Demographic characteristics (mean+SD)
Poor Normal
Parameter responders responders Pvalue®
n=14 n=52
Age (years) 35.5+3.7 34.6£3.3 0.271
Infertility (years) 5.35%4.7 3.92+2.68 0.208
Menstrual cycles (days) 28.31+2.25 29.1+3.98 0.504
Ethnic origin
Caucasian 4 25 b
Afro-American 0 1 0-341
Hispanic 10 26
Pregnancy (n) 0.21+0.57 0.08+0.33 0.093
BMI® (kg/m?) 22.0+£3.10 24.6+3.18 0.005
Weight (kg) 56.4+8.13 65.9+9.38 0.001
Height (m) 1.58+0.06 1.63+0.06 0.117
* T-test

PChi-squared test
‘BMI: Body mass index
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TABLE 2
Ovarian and hormonal characteristics (mean+SD)

Poor Normal
Parameter responders responders Pvalue®
n=14 n=52
Antral follicle count (n) 4.29+1.59 12.33+4.63 0.000
Induction length (days) 8.79+£2.25 9.71+£1.60 0.005
Gonadotrophin administration (rFSH) (Ul) 1173.2+405.5  1586.0+281.4 0.000
Endometrial thickness (mm) 8.96+2.10 9.94+1.86 0.095
Follicle >17 mm rhCG day (n) 2.00+0.67 7.13+3.39 0.000
Follicle between 14-16 mm rhCG day (n) 1.00+0.87 3.33x2.01 0.000
Follicle between 12-14 mm rhCG day (n) 0.43£0.85 2.50£1.74 0.000
Total oocytes (n) 2.12+0.94 12.42+7.43 0.000
MI1 oocytes (n) 1.79+0.80 9.83+6.25 0.000
FSH 3° day menstrual cycle 6.94+6.02 5.01+£3.57 0.185
E2 3° day menstrual cycle 59.09+58.33 56.47+41.24 0.850
LH 3° day menstrual cycle 4.22+1.50 4.55+3.34 0.721
AMH 0.68+0.54 2.06+2.47 0.017
LH day rhCG 1.45+1.16 1.67+1.96 0.071
Progesterone day rhCG 0.75£1.30 0.90£1.18 0.717
E2 day rhCG 568.37+306.00 1370.81+778.25 0.001
Prolactin (ng/mL) 18.26+19.28 21.31+£17.69 0.694

* T-test
PChi-squared test
‘BMI: Body mass index



TABLE 3

Polymorphisms and genes

Molecular biology

Gene Chromosome  Polymorphism techniques Primer?
p.Trp8Arg . . Forward: 5 GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 3’
LH 19 p.lle15Thr Direct sequencing  poverse: 5° GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 3
: : : Forward: 5 CACTCAGAGGCCGTCCAAG 3’
LAR 2 18insLQ DITECt SEQUENCING o verse: 5 GGAGGGAAGGTGGCATAGAG 3
€.398-39 C>G
(intron)
p.Thrl49Thr Forward: 5' TTGACTTGACTGCCTGTTGTG 3'
GDE9 5 (c.447C>T) Direct sequencin Reverse: 5' AGCCTGAGCACTTGTGTCATT 3'
p.Glu186Glu a g
(c.546G>A)
p.Val216Met
(c.646G>A)
RFLP - restriction Forward: 5' TTGTGGTCATCTGTGGCTGC 3'
FSHR 2 P-ASNBEOSEr  o7vme Bsri Reverse: 5' AAAGGCAAGGACTGAATTATCATT 3
p.lle49Ser )
AMH 19 (c.146T>G) Tagman Assay ID: C_25599842 10
AMHR 12 C.-482A>G Tagman Assay ID: C_1673084 10
BMP15 X c.-9C>G Tagman Assay ID: C_27504454 10

%C: cytosine, T: thymine, A: adenine, G: guanine
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TABLE 4 63
Genotype and allele frequencies of each polymorphism studied
Genotypes’ P Alleles’ P

Polymorphism Population studied N n (%) n (%) n (%) value®  n (%) n (%) OR (95% CI) value
GDF9 CcC CG GG C G
(398-39; Cto G) Normal responders 52 40(76,9) 10(19.2) 2(3.8) 90 (86.5) 14 (13.5)

Poor responders 13 4(30.8) 8(61.5) 1(7.7) 0.006 16 (61.5) 10 (38.5) 4.01(1.52-10.60) 0.005
GDF9 TT TG CcC T G
(447C>T) Normal responders 52 18(34.6) 24 (46.2) 10 (19.2) 60 (57.7) 44 (42.3)

Poor responders 14 2(14.3) 5(35.7) 7 (50.0) 0.049 9(32.1) 19 (67.9) 2.88(1.19-6.04) 0.019
GDF9 CcC CG GG C G
(546G>A) Normal responders 52 37(69.2) 15(28.8) 1(1.9) 89 (85.6) 17 (16.4)

Poor responders 14 11 (78.6) 2(14.3) 1(7.1) 0.362 24 (85.7) 4(14.3) 0.87(0.26-2.83) 0.821
GDF9 GG AG AA G A
(646G>A) Normal responders 52 52 (100) 0(0) 0 (0) 104(100) 0 (0)

Poor responders 14 14 (100) 0(0) 0(0) ¢ 28 (100) 0 (0) ¢
FSHR NN NS SS N S
(680; Nto S) Normal responders 52 18(34.6) 25(48.1) 9(17.3) 61 (58.7) 43 (41.3)

Poor responders 14 2(14.3) 10(71.4) 2 (14.3) 0.259 14 (50.0) 14 (50.0) 1.41(0.61-3.27) 0.410
LH TT TC CcC T C
(CODON 8) Normal responders 52 45(86.5) 7(13.5) 0(0) 97 (93.3) 7(6.7)

Poor responders 14 13(929) 1(7.1) 0(0) 0.520 27 (96.4) 1(3.6) 0.51(0.06-4.35) 0.541
LH TT TC CcC T C
(CODON 15) Normal responders 52 45(86.5) 7(13.5) 0(0) 97 (93.3) 7(6.7)

Poor responders 14 13(929) 1(7.1) 0(0) 0.520 27 (96.4) 1(3.6) 0.51(0.06-4.35) 0.541
LHR NN NV \AY N \Y
(NtoV) Normal responders 51 31(61.5) 18 (34.6) 2(3.8) 80 (78.4) 22 (21.6)

Poor responders 14 9(645) 4(28.6) 1(7.1) 0.903 22 (78.5) 5(215) 0.82(0.28-2.43) 0.729
AMH TT TG GG T G
(Tto G) Normal responders 52 30 (57.7) 21(40.4) 1(1.9) 81 (77.9) 23 (22.1)

Poor responders 14 5(35.7) 8(57.1) 1(7.1) 0.206 18 (64.3) 10 (35.7) 1.95(0.79-4.81) 0.144
AMH-R AA AG GG A G
(Ato G) Normal responders 52 41(78.8) 11(21.1) 0 (0) 93 (89.4) 11 (10.6)

Poor responders 14 9(64.3) 4(28.6) 1(7.1) 0.117 22 (78.5) 6(21.5) 2.30(0.76-6.91) 0.136
BMP15 CcC CG GG C G
(Cto G) Normal responders 52 33(63.5) 16 (30.8) 3(5.8) 82 (78.9) 22 (21.1)

Poor responders 14  8(57.1) 6(42.9) 0 (0) 0.506 22 (78.5) 6(21.5) 1.01(0.36-2.81) 0.975

4 Monte Carlo test

bC: cytosine, T: thymine, A: adenine, G: guanine
° No statistics are computed because GDF9 646G>A is a constant
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TABLE 5

Logistic regression analysis of the influence of each polymorphism

Unsta_m_dardized Standa_lr(_jized Beta 95_)% Confidence
coefficients B Coefficients interval for B
Constant 3.087 0.393 21.916
GDF9 398 -1.361 0.039 0.257 (0.070-0.935)
GDF9 447C>T 0.841 0.113 2.318 (0.820-6.555)
GDF9 546G>A 0.675 0.296 1.964 (0.554-6.968)
FSHR 680 -0.937 0.077 0.392 (0.139-1.107)
LH CODON 8 0.263 0.678 1.301 (0.376-4.498)
LHR 0.344 0.631 1.410 (0.346-5.730)
AMH -0.371 0.371 0.690 (0.306-1.555)
AMHR 0.110 0.810 1.116 (0.457-2.723)
BMP15 0.275 0.675 1.316 (0.364-4.759)




9. ARTIGO 2: Influence of GDF9 polymorphisms in follicular
dynamics in patients undergoing in vitro fertilization
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Abstract

Objective: The objective of this study was to assess theinfluence of growth
differentiation factor-9 (GDF9) polymorphisms in patients undergoing in vitro
fertilization.

Design: Cross sectional prospective study design.

Setting: The setting for this study was a fertility center.

Patients: Sixty-seven women undergoing in vitro fertilization (IVF) treatments using r-
FSH and recombinant GnRH antagonist protocol were included in the study.
Intervention(s): We performed DNA extraction of peripheral blood, followed by
polymerase chain reaction (PCR) to amplify the region of interest in the GDF9 gene.
Main outcome: We sequenced four polymorphisms of GDF9 and analyzed their
influences on patients undergoing I1\VF.

Results: Women with the mutant allele 447C>T gene of GDF9 had a smaller number of
follicles between 12 and 14 mm on the day of r-hCG administration (1.62 vs. 2.46,
mutant vs. normal allele, respectively, P=0.007). In addition, women with the mutant
allele 398C>G gene of GDF9 had a smaller number of follicles at least 17 mm on the
day of r-hCG administration (4.33 vs. 6.49, mutant vs. normal allele, respectively,
P=0.001), a smaller number of follicles between 12 and 14 mm on the day of r-hCG
administration (1.42 vs. 2.25, mutant vs. normal allele, P=0.017), a lower number of
follicles on the day of r-hCG administration (7.33 vs. 10.11, mutant vs. normal allele,
P=0.007), and a lower number of total MII oocytes retrieved (5.38 vs. 8.84, mutant vs.

normal allele, respectively P=0.017).
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Conclusions:

Polymorphisms in the GDF9 gene significantly influence oocyte development. The
presence of mutant alleles 447C>T and 398C>G decrease the total number of mature
follicles and the total number of oocytes collected from patients undergoing ovulation
induction for IVF. This finding shows that in addition to playing a role in the early
stages of folliculogenesis, this member of the transforming growth factor-p (TGFB)
family also has an important influence on the final stage of oocyte development.

Keywords: GDF9, polymorphism, in vitro fertilization, oocyte, follicle retrieval
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Manuscript:

Introduction

The role of oocyte-derived growth factors in either up- or down-regulating
fertility is an exciting paradigm in reproduction biology. Factors such as GDF9 and
BMP15 are known to influence the growth and depletion rates of follicles (1-2). The
genetic variants of these factors are associated with abnormal follicular loss and may
result in premature ovarian failure (POF) (2). GDF9, a member of the transforming
growth factor-p (TGFB) super family, is an oocyte-derived factor that is preferentially

expressed in the oocytes of humans and mice.

Because GDF9 plays a pivotal role during early folliculogenesis, the deletion of
GDF9 in the mouse causes follicular arrest at the primary stage and infertility (3). In
mammals, oocytes preferentially express GDF9 within the ovary, and the GDF9 signals to
the surrounding somatic cells are necessary for ovarian folliculogenesis(4). GDF9-
deficient female mice are completely infertile because of multiple defects in the ovary,
including blocks in folliculogenesis at the primary stage, degenerated oocytes, impaired
granulosa cell differentiation and increased follicle-stimulating hormone levels (3). In
contrast, GDF9 knockout male mice are unaffected (5). GDF9 stimulates granulosa cell
proliferations (6), cumulus expansion (7), and cumulus cell expansion (7); GDF9 also

inhibits follicular apoptosis (5) and enhances oocyte and embryo development (8-9).

These data suggest that the disruption of the GDF9 gene may prevent
folliculogenesis and oogenesis, resulting in ovarian failure. Consistent with these results,
GDF9 mutations are related to abnormal reproductive phenotypes in women, including

POF (10-12), polycystic ovary syndrome (13) and dizygotic twinning (14).
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Several genetic variants of GDF9 have recently been identified, and their
correlations with POF suggest that these variants may contribute to aberrant follicular
development and oocyte loss (12, 15-16). At least two studies have suggested an
association between GDF9 polymorphisms and controlled ovarian hyperstimulation
outcomes (17-18); however these studies investigated a specific Chinese poor responder

population undergoing in vitro fertilization (IVF) treatment.

In this study, we investigated the possible influence of the 398C>G, 447C>T,
546G>A and 646G>A polymorphisms of GDF9 in the follicular dynamics during the

ovarian stimulation in IVF cycles using r-FSH and recombinant GnRH.

Materials and methods

Ethical approval
All participants provided written informed consent. The study was approved by

the Ethics Committee at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Subjects

Patients requiring IVF were prospectively selected at the Pronatus Center of
Reproductive Medicine. All patients who satisfied the inclusion and exclusion criteria
were invited to participate in the study and signed an informed consent.
Inclusion criteria

Women between 20 and 39 years of age with both ovaries and no previous IVF

treatment or male or tubal factor infertility were eligible for the study.
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Exclusion criteria

Women older than 40 years of age with only one ovary or previous ovarian
surgery, previous chemotherapy or abnormal karyotypes were excluded from the study.
Ovarian stimulation

The ovarian stimulation protocol included recombinant FSH (r-FSH,
PuregonOrganon), recombinant GnRH antagonist (r-GnRH antagonist, Orgalutran 0.25
mg/d, Organon) and recombinant hCG (r-hCG, Ovidrel 250 mcg, Serono). All patients
underwent an antral follicle count on day 2 or 3 of the menstrual cycle; in addition, as
well as FSH, LH, estradiol assays were performed. Medication was then initiated with r-
FSH. The patients were advised to use 200 IU per day for the first 3 days followed by
150 IU per day until the last stimulation day. After cycle day 6, a transvaginal
ultrasound was performed every two days to monitor the follicle development. Based on
the ultrasound results, the dose of r-FSH was optimally adjusted for the number and size
of developing follicles. The recombinant GnRH antagonist was administered daily by
subcutaneous injection from stimulation cycle day 6 until the day of r-hCG
administration. The r-GnRH antagonist and r-FSH were administered continuously until
at least 3 follicles were at least 17 mm. Estradiol, progesterone and LH assays were
performed when the oocyte maturation was stimulated with r-hCG. Oocyte retrieval was
scheduled 35 h after the r-hCG injection; micronized progesterone and transdermal
estrogen were then administered as luteal support during the cycles in which embryo

transfers were performed.
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DNA preparation

DNA was extracted from 350 pL of peripheral blood collected in EDTA using
the Easy-DNA commercial kit (Invitrogen, UK) protocol; the DNA concentration and
purity were determined by spectrophotometer NanoDrop ND1000 (NanoDrop
Technologies Inc., USA). The DNA was used for the analysis of polymorphisms in the

GDF9 genes.

Detection of polymorphisms of GDF9

Polymerase chain reaction (PCR) was performed to amplify the region of
interest in the GDF9 genes. The forward and reverse primers delimit the region in which
the polymorphisms are located (see TABLE 1). Amplification of DNA at a
concentration of 200 ng/ul. was performed in a thermocyclerVeriti 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems, USA) with Invitrogen (UK) reagents. The following
annealing temperatures were applied: LHR, 64 °C; GDF9, 63 °C; and FSHR, LH, 60
°C. The PCR products were stained with SYBR Gold (Life Technologies, USA) and
verified by electrophoresis on 1.5% agarose gel. The DNA fragments showed the
following sizes: LHP, 662 base pairs; LHR, 350 base pairs; GDF9, 491 base pairs; and
FSHR, 520 base pairs.

The PCR products were purified using the purification protocol PEG8000 2.5%
NaCl, and the products were subjected to direct sequencing using the Sanger method
with an automated sequencer (ABI 3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA).
The assays were performed at the Unit of Molecular and Protein Analysis (UAMP) at
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). The sequencing primers were used at
a concentration of 4 pmol/uL. The results were compared with the NCBI reference

sequences for GDF9 (NM_005260.3).
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Statistics

To determine whether the sample was in Hardy-Weinberg equilibrium, a chi-
square test with one degree of freedom was used to compare the observed and expected
values for each genotype.

The data were tested for normality using the Kolmogorov-Smirnov test.
Between-group differences for the normally distributed data were determined with a t-
test or one-way analysis of variance (ANOVA). If a significant overall difference was
found, a post hoc Bonferroni test was computed for multiple comparisons. For non-
parametric data, the Mann-Whitney U-test was used for two variables, and the Kruskal-
Wallis test was used for more than two variables. If a significant overall difference was
found, the Bonferroni test was used for multiple comparisons. The chi-square test was
performed for qualitative variables.

Statistical significance was set at 0.05. The statistical analyses were performed

with the Statistical Package for the Social Sciences 17 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Results

The demographic data are presented in TABLE 2.

The Hardy-Weinberg equilibrium chi-square tests showed the following: P=0.51
for GDF9 polymorphism 398C>G; P=0.33 for GDF9 polymorphism 447C>T; and
P=0.74 for GDF9 polymorphism 546G>A.

TABLE 3 shows the evaluation of the 447C>T polymorphism of GDF9 in
patients undergoing IVF. The presence of the mutant allele significantly reduced the
number of follicles between 12 and 14 mm on the day of hCG administration (2.46 vs.

1.62, normal vs. mutant allele, respectively, P=0.007). TABLE 4 demonstrates the
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influence of the 398C>G polymorphism of GDF9 in patients undergoing IVF. We found
that the presence of the mutant allele decreased the total number of follicles that were at
least 17 mm on the day of r-hCG administration (6.49 vs. 4.33, normal vs. mutant allele,
respectively, P=0.001), decreased the number of follicles measuring between 12 and 14
mm on the day of r-hCG administration (2.25 vs. 1.42, normal vs. mutant allele,
respectively, P=0.017), decreased the total number of follicles on the day of r-hCG
administration (7.33 vs. 10.11, normal vs. mutant allele, respectively, P=0.007), and
decreased the total number of MII oocytes retrieved (8.84 vs. 5.38, normal vs. mutant
allele, respectively, P=0.017). TABLE 5 demonstrates the influence of the 546G>A
polymorphism in patients undergoing IVF. Additionally, in both the 546G>A and
398C>G polymorphisms, we found a lower value of progesterone on the day of r-hCG
administration in patients with mutant alleles of these polymorphisms. Regarding the
polymorphism of GDF9 649, all studied patients were homozygous wild-type for this

gene.
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Discussion

Several studies have demonstrated the influence of GDF9 in oocyte
development. However, this is the first study to assess the real influence of GDF9 in
patients undergoing induction for IVF. Our findings demonstrate that the 398C>G and
447C>T polymorphisms exhibit strong negative influences on the total number of
follicles on the day of collection and on the number of follicles at least 17 mm and
between 12 and 14 mm on the day of r-hCG administration. Most importantly, there was
a decreased number of MII oocytes collected from patients with the 398C>G
polymorphism.

The GDF9 gene plays a pivotal role during early folliculogenesis; the deletion of
GDF9 in the mouse results in follicular arrest in the primary stage and infertility (3). In
addition, GDF9 stimulates granulosa cell proliferation (6) and cumulus cell expansion
(7), inhibits follicular apoptosis (5), and enhances oocyte and embryo development (8-
9). In this study, we observed that the number of antral follicles was identical in patients
with wild and mutant alleles in the GDF9 polymorphisms studied; however, the total
number of follicles on the day of r-hCG administration and the number of oocytes
retrieved were smaller in patients with the mutant allele, suggesting that the
polymorphism of GDF9 greatly influences oocyte development in all stages of
folliculogenesis.

In vitro studies using the recombinant GDF9 protein have clarified the biological
role and importance of GDF9 actions in follicle growth and development at all stages of
folliculogenesis. In the preantral stage, GDF9 has been shown to be effective in
stimulating growth of in vitro cultured preantral follicles (19). GDF9 also promotes

early preantral follicle growth in human ovaries (20). In the transition to the antral stage,
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GDF9 appears to promote follicular survival by suppressing granulosa cell apoptosis
and follicular atresia (5).

GDF9 also plays an important role during the final stages of follicle growth prior
to ovulation. Prior to the LH surge, cumulus cells require GDF9 to support the
metabolic cascades, such as glycolysis and sterol biosynthesis (21). GDF9 also regulates
diverse processes and gene expression during the pre ovulatory stage (22); GDF9
enhances cumulus cell expansion in the presence of FSH (23) but not in the absence
FSH (24). Animal models, as well as in vitro and human studies, have revealed the role
of GDF9 in regulating follicular development, but little is known about the ovarian
function of GDF9 in humans. However, studies have demonstrated strong correlations
between the GDF9 polymorphism and diminished ovarian reserve, poor response to
treatment and poor IVF outcomes (17-18), which suggests that the GDF9 gene plays an
important role in determining ovarian reserve status and functions. These data reinforce
the present findings; for women with and without GDF9 polymorphisms, there was no
difference in the number of antral follicles, but there was a difference in the numbers of
follicles measuring between 12 and 14 mm and those measuring at least 17 mm on the
day of r-hCG administration, as well as the total number of oocytes retrieved. These

results demonstrate the influence of GDF9 in follicular development.
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The present study found a strong negative association between the 398C>G and
447C>T polymorphisms of GDF9 and the total number of follicles on the day of
collection, as well as the number of follicles at least 17 mm and the number of follicles
between 12 and 14 mm on the day of r-hCG administration. Most importantly, we
observed a decreased number of MII oocytes collected from patients with the GDF9
polymorphism 398C>G.

Although we found a lower number of follicles and MII oocytes after ovulation
induction, no difference in the number of antral follicle count at the start of the
ovulation induction was demonstrated. This finding suggests that these polymorphisms
could influence negatively on follicular growth, causing highest follicular apoptosis,
follicular atresia and diminished the expression of FSHR in granulosa cells, that is a
fundamental step on dependent FSH phase for the follicular growth (8,9).

Furthermore, we found that the presence of these polymorphisms reduces the
progesterone levels on the day of r-hCG. Previous study already demonstrated that
lower progesterone levels on the day of hCG was associated with a lower ovarian
response, however this is the first study that demonstrate it in patients that have had
used protocol with GnRH antagonist (26). We observed in our study that the presence of
GDF9 polymorphisms was associated with lower serum progesterone levels without
changing the serum LH levels. So, we can concluded that these polymorphisms exert a
negatively influence in the final stage of follicular development, regardless of
mechanism of action of LH (8,9,26).

We must note that the patients who participated in the study were comprised
relatively young women in an ethnically heterogeneous population. These suggest that

the GDF9 polymorphisms may be used as a biomarker in patients undergoing ovarian
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stimulation for IVF cycles may predict the ovarian response in heterogeneous
populations.

We conclude that polymorphisms in the GDF9 gene have a significant influence
on oocyte development, as the presence of mutant alleles 447C>T and 398C>G
decrease the total number of mature follicles and the total number of oocytes collected
from patients undergoing ovulation induction for IVF. This finding shows that in
addition to playing a role in the early stages of folliculogenesis, these members of the
TGFB family also have an important influence on the final stage of oocyte

development.
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TABLE 1

Polymorphic genes.

Molecular biology

Gene Chromosome Polymorphism techniques Primer®
. Forward: 5 TTGACTTGACTGCCTGTTGTG 3'
€.398-39 C>G (intron) . .
0. Thr149Thr (c.447C>T) Reverse: 5' AGCCTGAGCACTTGTGTCATT 3
GDF9 5 p-Glul86Glu (c.546G>A) Direct sequencing
p.Val216Met (c.646G>A)

Reverse: 5' AAAGGCAAGGACTGAATTATCATT 3

%C: cytosine;T: thymine; A: adenine; G: guanine.


http://en.wikipedia.org/wiki/Adenine
http://en.wikipedia.org/wiki/Guanine

TABLE 2
Demographic characteristics of patients.
Standard
Parameter Mean deviation
(SD)
Age (years) 35.35 4.03
Infertility (years) 4.22 3.22
Menstrual cycles (days) 28.9 3.64
Ethnic origin
Caucasian (%) 29 (43.9)
Hispanic (%) 36 (54.5)
Afro-American (%) 1(1.5)
Pregnancy (N) 0.48 0.84
BMI? (kg/m2) 24.1 3.28
Weight (Kg) 63.9 9.88
Height (m) 1.62 0.06

# BMI: Body mass index.
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TABLE 3

Influence of the C447 polymorphism of GDF9 in patients undergoing IVF.

Parameter Genotypes® P Post Hoc Alleles® P
TT(20) CT(29) CC(17)  value® P value® T (69) C(63) value”
Menstrual cycles (days) 28.5 30.0 27.5 0.128 - 29.2 28.7 0.518
BMI" (kg/m?) 25.2 235 23.8 0.229 - 24.5 23.7 0.164
Antral follicles (N) 124 9.7 10.0 0.199 - 11.2 9.9 0.139
Days of induction (N) 9.3 9.2 10.2 0.151 - 9.28 9.78 0.103
r-FSH UI (UI) 1581 1466 1455 0.457 - 1532 1460 0.239
Endometrial thickness (mm) 9.7 9.9 9.3 0.558 - 9.82 9.64 0.586
Follicles at least 17 mm on day of r-hCG (N) 6.75 5.86 5.53 0.574 - 6.38 5.68 0.280
Follicles between 14 and 16 mm on day of r-hCG (N) 2.85 2.45 3.47 0.320 - 2.68 3.00 0.413
Follicles between 12 and 14 mm on day of r-hCG (N) 2.80 2.00 1.29 0.037 ®0.3560.033 2.46 1.62 0.007
Total number of follicles (N) 10.40 8.79 9.76 0.637 - 9.72 9.32 0.696
Total number of oocytes (N) 11.00 9.59 10.47 0.822 - 10.41 10.06 0.803
MII oocyte (N) 9.05 7.31 8.41 0.644 - 8.32 7.90 0.714
M1 oocyte (N) 0.60 0.79 0.76 0.842 - 0.68 0.78 0.632
VG oocyte (N) 1.10 1.24 0.88 0.795 - 1.16 1.05 0.708
FSH on day 3 of menstrual cycle 6.83 5.02 5.55 0.460 - 5.99 5.28 0.408
E2 on day 3 of menstrual cycle 75.88 48.67 53.34 0.188 - 63.24 51.09 0.172
LH on day 3 of menstrual cycle 4.33 4.28 4.99 0.782 - 431 4.63 0.578
HAM 1.23 1.75 1.87 0.621 - 1.45 1.82 0.341
LH on day of r-hCG 1.75 1.56 1.56 0.951 - 1.67 1.56 0.578
Progesterone on day of r-hCG 1.27 0.78 0.52 0.245 - 1.06 0.64 0.072
E2 on day of r-hCG 1172 1072 1320 0.672 - 1129 1199 0.652

& Analysis of variance (ANOVA).
bT-test.

°T: thiamine; G: guanine.
dBonferroni test.

¢ Difference between TT and CT.
f Difference between TT and CC.


http://en.wikipedia.org/wiki/Guanine

TABLE 4

Influence of the 398C>G polymorphism of GDF9 in patients undergoing IVF.

Parameter Genotypes* P Post Hoc Alleles® P
CC(44) CG(18) GG(3) value® Pvalue C(106) G (24) value®
Menstrual cycles (days) 29.2 28.6 26.3 0.406 - 29.1 28.0 0.888
BMI" (kg/m?) 24.5 23.5 23.4 0.593 - 24.3 23.5 0.302
Antral follicles (N) 115 9.06 9.00 0.214 - 11.1 9.04 0.084
Days of induction (N) 9.4 9.7 8.6 0.589 - 9.53 9.50 0.944
r-FSH U1 (Ul) 1559 1365 1450 0.142 - 1526 1386 0.079
Endometrial thickness (mm) 9.7 9.5 9.8 0.929 - 9.75 9.65 0.826
[} f
Follicle at least 17 mm on day of r-hCG (N) 6.95 4.22 4.67 0.021 0.0242{ 0.84 6.49 4.33 0.001
Follicle between 14 and 16 mm on day of r-hCG (N) 3.11 211 3.33 0.254 - 2.94 2.42 0.293
Follicle between 12 and 14 mm on day of r-hCG (N) 241 1.44 1.33 0.120 - 2.25 1.42 0.017
[} \f
Total follicles (N) 10.77 6.89 8.67 0.049 0.042 0.87 10.11 7.33 0.032
Total oocyte (N) 11.68 7.33 9.00 0.134 - 10.94 7.75 0.048
[} \f
MII oocyte (N) 9.55 5.39 5.33 0.048 0.042 0.79 8.84 5.38 0.017
M1 oocyte (N) 0.60 0.79 0.76 0.151 - 0.69 0.96 0.400
VG oocyte (N) 1.10 1.24 0.88 0.964 - 1.12 1.13 0.995
FSH on day 3 of menstrual cycle 6.83 5.02 5.55 0.165 - 5.47 5.99 0.633
E2 on day 3 of menstrual cycle 61.35 49.89 56.63 0.729 - 59.21 51.73 0.506
LH on day 3 of menstrual cycle 4.79 4.04 2.76 0.440 - 4.65 3.67 0.180
HAM 1.51 2.15 0.56 0.404 - 1.63 1.75 0.802
LH on day of r-hCG 1.47 2.27 0.90 0.351 1.93 1.59 0.495
Progesterone on day of r-hCG 1.04 0.54 0.23 0.347 0.96 0.47 0.003
E2 on day of r-hCG 24.5 1043 672 0.629 - 1108 1194 0.678

& Analysis of Variance (ANOVA).
bT-test.

“C: cytosine; G: guanine.
9Bonferroni test.

¢ Difference between CC and CG.
f Difference between CC and GG.


http://en.wikipedia.org/wiki/Guanine

TABLES

Influence of GDF9 polymorphism of 546G>A in patients undergoing IVF.

Parameter Genotypes® P Post Hoc Alleles® P
GG (47)  GA(17) AA(3)  value®  Pvalue® G (99) A value®
Menstrual cycles (days) 29.2 27.8 29.5 0.491 - 28.2 (332)9.3 0.408
BMI" (kg/m?) 24.4 23.0 24.9 0.354 - 24.2 23.4 0.336
Antral follicles (N) 10.6 10.5 10.5 0.996 - 10.6 10.5 0.927
Days of induction (N) 9.3 10.0 10.0 0.298 - 9.41 10.05 0.133
r-FSH U1 (Ul) 1495 1541 1200 0.436 - 1502 1476 0.752
Endometrial thickness (mm) 9.7 9.6 9.7 0.985 - 9.74 9.67 0.874
Follicle at least 17 mm on day of r-hCG (N) 5.70 6.88 7.00 0.499 - 5.88 6.90 0.244
Follicle between 14 and 16 mm on day of r-hCG (N) 2.51 3.65 3.50 0.174 - 2.68 3.62 0.073
Follicle between 12 and 14 mm on day of r-hCG (N) 2.02 2.12 2.50 0.926 - 2.04 2.19 0.720
Total number of follicles (N) 8.81 11.12 13.00 0.270 - 9.16 11.48 0.097
Total number of oocytes (N) 9.74 11.35 12.50 0.712 - 9.99 11.57 0.397
MII oocyte (N) 7.43 9.82 10.00 0.395 - 7.79 9.86 0.179
M1 oocyte (N) 0.68 0.76 1.50 0.618 - 0.90 0.69 0.444
VG oocyte (N) 1.26 0.76 0.50 0.533 - 0.71 1.18 0.252
FSH on day 3 of menstrual cycle 5.75 5.60 2.60 0.785 - 5.73 5.22 0.673
E2 on day 3 of menstrual cycle 61.68 46.95 43.60 0.557 - 59.44 46.21 0.271
LH on day 3 of menstrual cycle 4.16 4.36 16.90" 0.000 X 4.19 5.92 0.029
HAM 1.58 1.65 245 0.862 - 1.60 181 0.686
LH on day of r-hCG 1.85 1.16 1.00 0.446 - 1.72 1.14 0.224
Progesterone on day of r-hCG 0.99 0.57 0.30 0.491 - 0.92 0.53 0.025
E2 on day of r-hCG 1106 1184 2800 0.093 - 1119 1386 0.204

& Analysis of Variance (ANOVA).
°T test.

°G: guanine; A: adenine.
Bonferroni test.

* Post hoc tests were not performed for LH on day 3 of the menstrual cycle because at least one group had fewer than two cases.


http://en.wikipedia.org/wiki/Guanine
http://en.wikipedia.org/wiki/Adenine

10. CONSIDERACOES FINAIS (CONCLUSOES)

Apbs os resultados dos nossos estudos, conclui-se:

1-

Os polimorfismos no gene de GDF9 tem uma influéncia significativa sobre o
desenvolvimento dos odcitos, pois a presenca de alelos mutantes 398C>G e
447C>T diminuiram o numero total de foliculos maduros e o nimero total de
o0citos obtidos a partir de pacientes submetidos a indugdo da ovulagdo para FIV.
Os polimorfismos no gene de GDF9 398C>G e 447C>T estdo associados a
pacientes pobre respondedoras. Isso mostra que este membro da familia TGFpB
além de atuar nas fases iniciais da foliculogénese também tem uma influéncia
importante sobre a fase final do desenvolvimento do odcito.

O polimorfismo no gene do GDF9 398C>G parece exercer uma influéncia
importante no desenvolvimento do odcito. Estes polimorfismos poderdo ser usados
como marcadores a ser considerados na avaliacdo de pacientes submetidos a
estimulacdo ovariana para fertilizacdo in vitro visando a adequacdo da
medicalizacdo e, portanto, melhor relacdo custo-efetiva na individualizagdo do
tratamento.

A presenca dos polimorfismos nos genes do GDF9 398C>G e 546G>A esta
associada a um nivel sérico menor de progesterona no dia da maturacao folicular
com r-hCG, podendo influenciar na qualidade da maturacédo oocitéria.

Os outros genes estudados: gene do receptor do FSH (Ser680Asn), LH (Trp8Arg e
llel5Thr), nos gene do AMH (lle49Ser), receptor do AMH (A>G - 482), da
BMP15 (- 673C/T, -9C/G, IVSI+905A/G) e da GDF9 (546G/A e 646 G>A) nédo
foram associados a pobre resposta ovariana, nem ao nimero total de MII de acordo

com nossa hipotese nula.



11. PERSPECTIVAS

A diminuicdo da reserva ovariana afeta um significativo nimero de mulheres com
infertilidade, entretanto na maioria dos casos a etiologia permanece obscura. Diante deste
contexto, vem se intensificado as pesquisas para podermos compreender estes mecanismos de
crescimento oocitario. Cada vez mais polimorfismos genéticos, mutacdes e fatores
epigenéticos tem sido associados com resposta ovariana anormal.

Nosso estudo demonstrou que o polimorfismo do GDF9 esta associado a pacientes
consideradas pobres respondedoras e ao menor numero de oocitos MII coletados. Diante
disto, a criacdo de um painel de testes incluindo o polimorfismo do GDF9 podera ser
desenvolvido para podermos utilizar como rastreamento e avaliagdo prognoéstica para tais
pacientes antes de a mesma ser submetidas a inducéo ovulatéria para FIV.

Além da utilizagdo destes polimorfismos como um painel de marcador progndstico e
de resposta ovariana, nossa perspectiva é avancar neste caminho com estudos funcionais para
maior compreensdo destes mecanismos. Sendo conhecido que a taxa de desenvolvimento
folicular e ovulacéo é determinada por um conjunto de sinais enddcrinos coordenados entre a
hipdfise, ovario e por sinais paracrinos entre o ovocito e as celulas somaticas adjacentes, ou
seja, células da teca ¢ da granulosa ¢ sabendo que os membros da superfamilia TGFp, GDF9 e
BMP15, importantes fatores paracrinos (e possivelmente autocrinos) derivados do odcito e
com papel essencial para o desenvolvimento normal de foliculos primordiais e antrais torna-se
fundamental o desenvolvimento de estudos para a melhor compreensdo dos mecanismos
funcionais pelos quais a GDF9 e seus polimorfismos genéticos atuam na funcdo ovariana.
Além do objetivo de compreensdo destes mecanismos, estes estudos funcionais terdo o
objetivo também de procurarmos mecanismos de reversdo e tratamento para este grupo

singular de pacientes.



Além do mais, dada a importancia dos fatores de crescimento oocitarios no fendtipo
das células do cumulus, mais informacdes sobre o papel destes fatores durante o crescimento
folicular e desenvolvimento oocitario proporcionara avancos na terapéutica no manejo da

infertilidade, assim como nossa compreensdo de como melhor avaliar a qualidade oocitaria.
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