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INFORMAgéES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historico do artigo: Objetivo: Menores taxas de gestacdo em portadoras de endometriose submetidas a técnicas
Recebido em 13 de maio de 2013 de reproducao assistida podem estar relacionadas a piora da qualidade oocitaria. A andlise
Aceito em 4 de agosto de 2013 da expressao génica em células do cumulus (CC) pode fornecer biomarcadores passiveis de
On-line em 11 de setembro de 2013 predizer a qualidade gamética. O objetivo deste estudo foi comparar os niveis da expres-
sdo do gene CYP19A1 em CC de mulheres inférteis com endometriose minima/leve (I/1I) e
Palavras-chave: controles inférteis.
Aromatase Meétodo: Foram selecionadas pacientes com infertilidade por endometriose pélvica inicial
Gene CYP19A1 e por fator masculino e/ou tubdrio (grupo controle), submetidas a estimulagdo ovariana
Endometriose controlada para injecao intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). Imediatamente apés
Qualidade oocitaria a captagdo oocitaria, CC foram isoladas e armazenadas. Foi realizada a quantificacdo da
Células do cumulus expressao do gene CYP19A1 nas CC por meio de PCR-Real Time.

Resultados: Foram isoladas CC de 23 mulheres inférteis com endometriose I/Il e de 41 contro-
les. Observou-se expressao significativamente menor do gene CYP19A1 em CC de mulheres
inférteis com endometriose I/II (0,56 +0,17) quando comparadas as controles (0,15 =+ 0,04)
(p=0,043).
Conclusdes: A menor expressdo do gene CYP19A1 em CC de mulheres inférteis com endome-
triose pélvica em estdgios iniciais pode mediar a piora da qualidade oocitdria, abrindo novas
perspectivas no entendimento da etiopatogénese da infertilidade relacionada a doenca.
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Infertile women with minimal and mild endometriosis submitted to
controlled ovarian stimulation present lower expression of the gene
CYP19A1 in cumulus cells

ABSTRACT
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Objective: Lower pregnancy rate in women with endometriosis submitted to assisted repro-
ductive techniques might be related to poor oocyte quality. The analysis of the expression
of the genes in cumulus cells (CC) might provide biomarkers that can predict gamete qua-
lity. The main objective of the present study was to compare the levels of the expression of
the gene CYP19A1 in CC of infertile women with minimal and mild (I/I) endometriosis and
infertile controls.

Method: There were selected patients with infertility caused by initial pelvic endometriosis
and by male/tubal factor (control group), submitted to controlled ovarian stimulation to ICSI.
Immediately after the oocyte retrieval, CC were isolated and stored. Quantification of the
expression of the gene CYP19A1 in CC was performed using PCR-real time.

Results: CC were isolated from 23 infertile women with endometriosis I/Il and 41 from con-
trol. Significant lower expression of the gene CYP19A1 in CC was observed in infertile women
with endometriosis I/II (0.56 +0.17) when compared to control (0.15 £+ 0.04) (p =0,043).
Conclusions: The lower expression of the gene CYP19A1 in CC of infertile women with pelvic
endometriosis in initial stages might mediate the poor oocyte quality, opening new pers-
pectives on the understanding of the etiopathogenesis of infertility related to the disease.

© 2013 Sociedade Brasileira de Reproducdo Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
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Introducao

A endometriose afeta aproximadamente 10 a 15% das mulhe-
res em idade reprodutiva® e é associada & subfertilidade. Sua
prevaléncia atinge 40% em mulheres com subfertilidade e
aproximadamente 30 a 50% das portadoras de endometriose
sdo inférteis.? Entretanto, os mecanismos envolvidos na etio-
patogénese da infertilidade em pacientes com endometriose
ainda ndo foram completamente elucidados, sobretudo nos
estégios iniciais (doenga minima e leve), em que néo se obser-
vam alteracdes na anatomia pélvica.>*

Alguns estudos tém evidenciado reducdo da fecundidade
natural em mulheres inférteis com endometriose pélvica em
estégios iniciais quando comparadas a mulheres férteis, com
melhora significativa da fecundidade natural apds a exérese e
ablacdo cirtrgica das lesdes,”” evidenciando o papel da endo-
metriose, mesmo em estagios iniciais, na fertilidade destas
pacientes.

Novas abordagens para o tratamento da infertilidade relaci-
onada a endometriose se tornaram disponiveis, com énfase na
utilizacdo cada vez mais frequente das técnicas de reproducio
assistida (TRA). Alguns estudos tém sugerido a ocorréncia de
menores taxas de implantacdo e gestacdo em portadoras
de endometriose pélvica em estagios iniciais submetidas a
estimulacdo ovariana para a realizacdo de procedimentos de
reproducdo assistida de alta complexidade,®® o que poderia
ser secunddrio, pelo menos parcialmente, a piora da qualidade
oocitaria. 01!

Todavia, a doagdo de o6citos humanos maduros para pes-
quisas utilizando metodologias invasivas que impossibilitam
a utiliza¢do subsequente dos mesmos nos procedimentos de
reproducdo assistida é incomum, de modo que hé escas-
sez de estudos avaliando a qualidade oocitdria humana.

Desta forma, persiste a divida sobre a ocorréncia ou nédo de
comprometimento da qualidade oocitaria relacionada a endo-
metriose. Neste contexto, a identificacdo de biomarcadores
ndo invasivos, passiveis de predicdo da competéncia oocita-
ria, é bastante desejavel. Estudos demonstram que células da
granulosa e células do cumulus podem ser marcadores de via-
bilidade de odcitos e embrides.'>!3

Aaromatase (codificada pelo gene CYP19A1), enzima envol-
vida na conversdo da androstenediona e testosterona em
estrona e estradiol, respectivamente, estd presente nas células
da granulosa e exerce papel fundamental na maturacao foli-
cular e no estabelecimento da qualidade oocitéria.'>"'® Alguns
autores evidenciaram, em modelo de cultivo celular, uma
reducdo da atividade da aromatase em células da granulosa
de mulheres inférteis com endometriose.’”” Outros observa-
ram reducdo de transcritos do gene CYP19A1 em células da
granulosa luteinizadas murais cultivadas in vitro.'®1°

Todavia, até o presente, nenhum estudo avaliou a expres-
sdo do gene CYP19A1 em células do cumulus (CC) de mulheres
inférteis com endometriose pélvica em estagios iniciais, cuja
desregulacdo poderia estar relacionada a piora da qualidade
oocitdria, consequentemente, na etiopatogénese da infer-
tilidade associada a doenca, estimulando a realizacdo do
presente estudo.

O objetivo deste estudo foi comparar os niveis de trans-
critos do gene CYP19A1 em CC de mulheres inférteis
com endometriose I/Il e controles inférteis submetidos a
estimulacdo ovariana para a realizacdo de injecdo intracito-
plasmatica de espermatozoide (ICSI).

Método

Realizou-se um estudo transversal prospectivo, submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
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Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP),
Universidade de Sédo Paulo (USP).

Pacientes

Foram incluidos no presente estudo, consecutivamente, todos
os casais submetidos a estimulacdo ovariana para a realizacdo
de injecao intracitoplasmaética de espermatozoide (ICSI) junto
ao Setor de Reproducdo Humana do Departamento de Gine-
cologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sdo Paulo (FMRP-USP) no periodo
de fevereiro de 2009 a outubro de 2010. Deste grupo, foram
selecionados os que preencheram os critérios de elegibilidade
abaixo descritos e manifestaram o desejo de participar do pro-
jeto, mediante a assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido.

O Grupo Endometriose I/Il foi constituido por 23 paci-
entes inférteis cujo procedimento de reproducdo assistida
foi indicado pela presenca exclusivamente de endometri-
ose inicial, diagnosticada por meio de videolaparoscopia e
confirmacéo histolégica das lesdes, segundo os critérios defi-
nidos pela American Society for Reproductive Medicine.?°
O Grupo Controle foi constituido por 41 pacientes inférteis
cujo procedimento foi indicado devido a presenca exclusiva
de fator masculino e/ou fator tubario.

Foram excluidas pacientes com idade > 38 anos, indice
de massa corpérea > 30kg/m?, FSH basal > 10 mUI/mL,
tabagistas, etilistas, portadoras de doencas como diabetes
mellitus ou quaisquer outras endocrinopatias, doenca cardi-
ovascular, dislipidemia, lupus eritematoso sistémico e outras
doencas reumatolégicas, qualquer infeccdo ativa, hidrossal-
pinge e uso de medicamentos que pudessem interferir na
foliculogénese ovariana nos trés meses que antecederam o
inicio da estimulacdo ovariana, como anti-inflamatérios nédo
esteroidais e corticosteroides.

Estimulagdo ovariana e suporte de fase liitea

A estimulacdo ovariana seguiu o protocolo do setor, que
consiste em bloqueio hipofisario com analogo do hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRHa) iniciado 10 dias antes
do dia de realizacdo da ultrassonografia transvaginal (USTV)
basal (protocolo longo), no periodo vespertino, por meio da
administracdo de acetato de leuprolide (Lupron®, Abott, Bra-
sil) na dose de 0,5 mg/dia (10 UI), por via subcutanea, mantida
durante todo o periodo de estimulacdo ovariana controlada até
o dia da administragdo da gonadotrofina coriénica humana
(hCG) (Ovidrel®, Serono, Brasil).

A hiperestimulagdo ovariana controlada foi iniciada, pre-
ferencialmente, entre o segundo e o quarto dia do ciclo
menstrual. As pacientes receberam 200 a 300 Ul por dia de
FSH recombinante (FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®,
Organon, Brasil) nos primeiros 6 dias da inducdo. A partir do
sétimo dia da inducdo da ovulagdo, a dose foi ajustada de
acordo com o crescimento folicular e a espessura endometrial,
monitorados com USTV diariamente ou em dias alternados.
Quando pelo menos dois foliculos atingiram 18 mm de didme-
tro médio, foram administrados 250 g de hCG recombinante
(Ovidrel®, Serono, Brasil) as 22 horas. A captacdo dos odcitos

foirealizada 34 a 36 horas ap6s a administracdo do hCG recom-
binante.

A suplementacdo da fase litea foi realizada com progeste-
rona natural micronizada (Utrogestan®, Enila, Brasil) por via
oral na dose de 200 mg, trés vezes ao dia, a partir do dia da
captacdo oocitéria, e mantida até a décima segunda semana
da gestacdo nas pacientes que engravidaram.

Captacdo oocitdria

A aspiracdo dos foliculos foi realizada por via endovaginal gui-
ada por transdutor ultrassonografico transvaginal acoplado a
agulha de puncao. No presente estudo foi coletado o fluido foli-
cular e foram obtidas CC apenas do primeiro foliculo aspirado,
individualmente, em tudo sem meio de cultura, do primeiro
ovario puncionado. Os demais foliculos foram aspirados con-
tinuamente formando um pool de fluido, seguindo o protocolo
assistencial do servico.

Apbs uma lavagem cuidadosa, os complexos cummulus
oophorus (COCs) identificados foram colocados em placas
NUNC (Multidish 4 well Nuclon, Delta SI) preenchidas com
meio de cultura com fluido de tuba humano-HEPES (HTF,
Irvine Scientific) suplementado com 10% de soro sintético
substituto (SSS, Irvine Scientific), coberto com éleo mineral
(Sigma-Aldrich), e incubado na estufa na presenca de CO; a
5% a 37 °C e 95% de umidade por um periodo de 2 a 3 horas.
Apobs esse periodo, os odcitos foram desnudados através da
exposicao dos COCs a hialuronidase (H4272 type IV-S, Sigma;
80 1U/mL) por 30 segundos e as células do cumulus foram
mecanicamente removidas em HTF-SSS através de uma pipeta
(130 pm - Denuding Pipette, Cook).

Amostras obtidas

Células do cumulus

Imediatamente apds a identificacdo do complexo cummulus
oophorus do primeiro foliculo aspirado do primeiro ovario pun-
cionado (com didmetro maior ou igual a 15mm), as células
do cumulus foram separadas do obcito através de
microdissec¢do com a utilizagdo de duas agulhas de insulina,
colocadas no criotubo e imediatamente em seguida, congela-
das em nitrogénio liquido até a utilizacdo para a extracdo do
RNA.

Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido das células do cummulus oopho-
rus com o reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Paisley,
Reino Unido) de acordo com as instrucdes do fabricante. Apés
o tratamento das amostras com DNase I (Sigma), a integridade
do RNA foi confirmada pela presenca das bandas ribossomais
28S e 18S quando analisadas por eletroforese em gel de aga-
rose 1%. As concentragoes de RNA total foram determinadas
no espectrofotdmetro NanoDrop (2000c, Thermo Scientific,
EUA) a densidade 6ptica de 260 nm. O RNA permaneceu arma-
zenado a -80°C até os procedimentos posteriores.

Um micrograma de RNA total de cada amostra foi transcrito
reversamente usando primers randdmicos do kit High Capacity
cDNA Archive (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido)
segundo as instrugoes do fabricante. A reacao foi realizada no
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termociclador PIKO Thermal Cycler, (Finnzymes) na ciclagem
de 10 minutos a 25°C, 37°C por 2 horas, 85°C por 5minutos,
4°C por 5minutos.

Quantificacdo por PCR em tempo real

A quantificacdo relativa da expressdo dos genes analisados
foi realizada no aparelho ABI PRISM™ 7500 FAST (Applied
Biosystems, Warrington, Reino Unido). As reac¢oes foram
executadas utilizando o sistema TagMan® Gene Expression
Assays (TagMan® MGB probes, FAM™ dye-labeled) da Applied
Biosystems. Os assay IDs das sondas usadas foram: GAPDH
Hs 99999905.m1, ACTB Hs 99999903.m1 (genes de referén-
cia) e CYP19A1 Hs 00240671.m1. A PCR em tempo real foi
realizada para cada amostra em triplicata seguindo as seguin-
tes condicées: 10 pl. do TagMan® Universal PCR Master Mix
(2x%) (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido), 1 pL do
TagMan® Gene Expression Assay Mix (20X) (Applied Biosys-
tems, Warrington, Reino Unido), e 9 pL de cDNA diluido (1:25)
em volume final de 20pL reacdo. As condi¢des da reacdo
foram 50°C por 2 minutos, entdo 95°C por 10 minutos,
seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por
1 minuto.

A quantificacdo relativa (RQ) para os genes analisados foi
calculada para cada amostra de acordo com o método de
2-24CT (ou 2-Ct).?! Um pool de cDNA contendo iguais quantida-
des das amostras do grupo controle foi usado como amostra
calibradora. Os genes GAPDH e ACTB (genes de referéncia)
foram usados para normalizar as reagodes.

Anadlise estatistica

Os dados foram analisados considerando cada paciente como
unidade experimental do estudo. Os grupos endometriose
I/II e controle foram analisados de forma comparativa. As
andlises estatisticas foram realizadas no software SAS 2003
(2002-2003, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). A variavel
expressao génica foi transformada pelo logyo. A transformacéo
logaritmica foi necessdria, pois ndo foi atendida uma das
suposi¢des (linearidade) feitas em andalises empregando-se
os modelos lineares. Estas andlises especificam que a média
condicional E (yY2x=xo) da varidvel resposta y dado o valor
Xp do vetor preditor x é linear em xp. A aplicacdo dos
modelos lineares pode ser estendida supondo-se que uma
transformacdo apropriada da varidvel resposta dada por t(y),
em que E{t(y)¥2x}, seja linear em x na funcgéo t(y) =bg +bTx +e
para by e bT desconhecidos. O termo e (erro aleatério) é
independente de x e tem média zero.”? Utilizou-se o teste
Tukey pelo PROC GLM para comparar as médias de expressao
do gene CYPI19A1 entre os grupos controle e endometri-
ose.

Resultados

Foram isoladas CC de 23 mulheres inférteis com endometriose
I/Il e de 41 controles. Observou-se expressdo significativa-
mente menor do gene CYP19A1 em CC de mulheres inférteis
com endometriose I/II (0,56+0,17) quando comparadas as
controles (0,15 £ 0,04) (p=0,043) (tabela 1).

Tabela 1 - Expressao génica de CYP19A1 de células do
cumulus de pacientes controle inférteis e pacientes com

endometrioses I/II submetidas a estimulagao ovariana
para ICSI

n CYP19A1
Média Desvio padrao
Controle 41 0,5569332 0,1659951
Endometriose I/II 23 0,1502222 0,0404223
Discussao

Os mecanismos envolvidos na etiopatogénese da inferti-
lidade em pacientes com endometriose ainda nao foram
completamente identificados.>* Resultados conflitantes de
alguns estudos tém sugerido piora dos resultados de proce-
dimentos de reproducédo assistida em mulheres inférteis com
endometriose pélvica,®??3 que poderia ser decorrente do com-
prometimento da qualidade oocitaria.’%!?

Sabe-se da comunicacgdo bidirecional entre odcitos e célu-
las do cummulus oophorus, que ocorre durante todo o processo
de desenvolvimento folicular,”*?° e que isso é essencial
para a aquisicdo de competéncia para desenvolvimento ade-
quado dos odcitos de mamiferos.’*3? Além disso, sabemos
do importante papel das células da granulosa no processo
de diferenciacdo folicular que leva a condi¢des 6timas para
o desenvolvimento oocitdrio, ovulacao, fertilizacdo e subse-
quente implantacdo.*

Alguns dados sugerem que as CC podem ser utilizadas
como biomarcadores da qualidade oocitéria.?*>° Desta forma,
a andlise da expressdo de genes envolvidos na aquisi¢ao da
competéncia oocitaria nas CC de oécitos humanos maduros
pode ser utilizada com a finalidade de avaliagcdo nao invasiva
da qualidade oocitaria e preditor de resultados de procedi-
mentos de reproducéo assistida.!?34-36:40-42

Pela primeira vez na literatura, evidenciamos reducao
significativa da expressao do gene CYP19A1 em CC de paci-
entes inférteis com endometriose I/II quando comparadas
as inférteis controles. Dados acerca da expressdo do gene
CYP19A1 em células da granulosa humanas sdo escassos
e controversos.'®' Abreu et al. (2011)'® ndo demonstraram
diferenca entre a expressdao do RNAm da aromatase em células
da granulosa de mulheres inférteis com e sem endometri-
ose submetidas a estimulacao ovariana para TRA. Todavia, os
referidos autores ndo analisaram separadamente os estagios
iniciais da doenca e as células analisadas foram obtidas a
partir da centrifugagdo do fluido folicular obtido durante a
captacdo oocitaria. Embora a maioria das células analisadas
sejam células granulosas murais, o fluido folicular pode conter
algumas células do cumulus, células sanguineas e eventual-
mente algumas células estromais ou da teca, de modo que os
dados obtidos por Abreu et al. (2011)'® ndo podem ser compa-
rados diretamente aos obtidos no presente estudo.

Por outro lado, outro estudo evidenciou producéo redu-
zida de estradiol e menor expressao de RNAm da aromatase
P450 em células da granulosa de mulheres inférteis com
endometriose,'® sem individualizago dos estagios da doenca,
cultivadas in vitro. Entretanto, como nao dispomos de dados
comparando expressao de RNAm da aromatase P450 entre
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células da granulosa murais e CC em humanos, ndo é possi-
vel comparar os dados obtidos dos dois estudos previamente
citados com os do presente estudo.

Sabe-se que a qualidade oocitdria resulta de um com-
plexo e sincronizado processo que tem duracdo de varios
meses, desde a fase de foliculo primordial até a fase de
foliculo pré-ovulatério.*®> Estd bem estabelecido que as célu-
las da granulosa tém um papel fundamental no processo
de diferenciacdo folicular criando condigbes ideais para o
desenvolvimento oocitario, a ovulacéo e a fertilizacdo.>* Dessa
forma, a qualidade embriondria parece depender fundamen-
talmente da maturacao folicular final, produzindo um oécito
com capacidade de levar a uma gravidez viavel.

Nossa compreensdo sobre mudangas especificas na
expressdo génica das células foliculares durante o cres-
cimento folicular de animais e humanos estd longe de
se concluir. Entretanto, hd evidéncia de que a aromatase
P450 (codificada pelo gene CYP19A1) é estimulada pelo
FSH e expressa em concentracdes elevadas em foliculos
dominantes.** Portanto, niveis de expressdo mais eleva-
dos dessa enzima parecem estar relacionados a inducdo
hormonal (FSH e LH), producdo de hormonios esteroides
(estrogénio e progesterona) e a mecanismos de dominancia
folicular.'?

Nesse contexto, Hamel et al. (2008),'*> por meio da ana-
lise de células foliculares, tanto granulosas murais quanto
cumulus, obtidas de foliculos aspirados individualmente de
pacientes submetidas a FIV, demonstrou maior expressao do
gene CYP19A1 em células foliculares provenientes de folicu-
los cujo odcito fertilizado resultou em gravidez. Esses autores
sugeriram que a maior expressao desse gene em células foli-
culares poderia ser usada como biomarcador de qualidade e
competéncia embriondria.

Desta forma, sugerimos que a redugao da expressdo do
gene CYP19A1 em CC de pacientes inférteis com endometriose
pélvica em estagios iniciais pode favorecer o comprometi-
mento da qualidade oocitéria, participando da patogénese da
infertilidade relacionada a doenca.
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