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RESUMO

Dissertacado de Mestrado
Programa de Pés-Graduacédo em Farmacologia

Universidade Federal de Santa Maria (RS, Brasil)

INFLUENCIA DO POLIMORFISMO ALA16VAL DO GENE DA
ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD2) NO EFEITO
ANTIOXIDANTE IN VITRO DO CITRATO DE CLOMIFENO

AUTOR: Felipe Costa
ORIENTADORA: Prof? Dr? lvana Beatrice Méanica da Cruz
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 16 de agosto de 2011.

Para investigar in vitro as propriedades antioxidantes de drogas que induzem a
ovulacao, como citrato de clomifeno (CC) e verificar se os efeitos sao influenciados pelo
polimorfismo Ala16Val do gene da SOD2, o qual codifica a superdxido dismutase (SOD)
mitocondrial dependente de manganés. Um estudo experimental in vitro foi conduzido
testando o efeito de diferentes concentracdes de CC sobre a capacidade antioxidante,
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e na viabilidade de células
mononucleadas de sangue periférico (CMSP) em cultura celular. Um total de 58
mulheres adultas saudaveis foram genotipadas para o polimorfismo Ala16Val do gene
da SOD2, e sangue foi coletado para realizar os experimentos in vitro e analisar os
efeitos antioxidantes biolégicos do CC. A produgdo de radicais livres e analise de
citotoxicidade foram conduzidas em sangue e CMSP com diferentes genétipos do
Alai6Val SOD2. De acordo com as observacdes descritas aqui, 0 CC exibiu um efeito
antioxidante. Adicionalmente, os tratamentos com CC levaram a um decréscimo na
producdao de EROs, com amostras de sangue o genétipo AA desenvolveu um efeito
antioxidante mais responsivo para o CC do que os outros gendtipos. A cultura de CMSP
dos genoétipos AA e AV mostraram um aumento na viabilidade seguida do tratamento
com 10uM CC quando comparada com as culturas CMSP do grupo controle. No grupo
de cultura CMSP do genétipo VV, somente os tratamentos com 5uM e 10uM de CC
apresentaram efeito positivo na viabilidade. O CC apresentou uma atividade
antioxidante similar a observada com outros moduladores seletivos dos receptores de
estrogénio (SERMs). Entretanto, essa atividade foi influenciada pelos diferentes
genotipos do polimorfismo Ala16Val SOD2 sugerindo efeito farmacogenético.

Palavras-chave: Citrato de clomifeno. Polimorfismo Ala16Val do gene da SOD2.
Estresse oxidativo. Infertilidade feminina.
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To investigate the in vitro antioxidant properties of the ovulation induction drug,
Citrate clomiphene (CC), and to access whether its effects are influenced by the
Alai6Val polymorphism in the SOD2 gene, which encodes mitochondrial manganese
superoxide dismutase (SOD), an in vitro experimental study testing the effect of different
concentrations of CC on antioxidant capacity, reactive oxygen species (ROS) production
and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) culture viability was performed. A total
of 58 healthy adult women were genotyped for the Ala16Val SOD2 polymorphism, and
blood samples were collected to perform in vitro experiments analyzing the biological
antioxidant effects of CC. Free radical production and cytotoxicity assays were
performed on blood and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) with different
Ala16Val SOD2 genotypes. According to the observations described here, CC exhibited
antioxidant effects. Additionally, the CC treatments led to a decrease in ROS production,
with blood samples from the AA genotype displaying a more responsive antioxidant
effect from CC than other genotypes. AA and AV PBMCs showed an increase in
viability following treatment with 10 yM CC when compared with PMBCs from control
groups. In the VV PBMC group, only the 5 uM and 10 uM CC treatments presented a
significant positive viability effect. The CC exhibits antioxidant activity, similar to that
observed with other Selective Estrogen Receptor Modulators (SERMs), in the presence
of the Ala16Val-SOD2 polymorphism suggesting pharmacogenetic effect.

Key Words: Clomiphene citrate. Ala16Val SOD2 gene polymorphism. Oxidative
stress. Female infertility.
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1 INTRODUCAO

A infertilidade feminina é um problema epidemiolégico crescente devido a
mudancas socioeconOmicas relacionadas a insercdo massiva da mulher no
mercado de trabalho, e também a outros fatores ambientais que atuam na
biologia reprodutiva. Investigagbes in vitro e in vivo sugerem que, no sistema
reprodutivo feminino, as espécies reativas de oxigénio (EROs) e os compostos
antioxidantes atuam na fisiologia da foliculogénese, maturacdo do odcito,
regressao luteal e fertilizacdo. Outros estudos também tém associado estados de
estresse oxidativo com baixa capacidade de fertilizacdo do oécito e com a
presenca de alteracdes no desenvolvimento embrionario que podem conduzir a

morte do embriao.

Assim, a identificacdo de fatores indutores do estresse oxidativo é de
grande relevancia clinica e epidemioldgica. Evidéncias sugerem a ocorréncia,
tanto de variaveis ambientais quanto de variaveis genéticas que aumentam a
producao de radicais livres e/ou diminuem o estado antioxidante metabdlico.
Dentre essas se encontra o gene da enzima superéxido dismutase dependente
de manganés (SOD2) que atua na mitocéndria celular. No gene da SOD2, ocorre
um polimorfismo no cédon 16 do gene onde uma alanina (Ala, A) é substituida
por uma valina (Val, V). Essa substituicdo afeta a constituicdo da proteina, seu
transporte para a mitocbndria e a sua atividade. Assim, individuos VV
apresentam menor atividade catalitica do que os AA, enquanto os heterozigotos
(AV) apresentam niveis intermediarios da SOD2 (SHIMODA-MATSUBAYASHI et
al., 1996; SUTTON; KHOURY:; PRIP-BUUS, 2003).

Investigagbes adicionais também indicam que o estresse oxidativo
causado tanto por fatores ambientais quanto genéticos pode alterar o sucesso da
fertilizacao in vitro (FIV). Dentro desses fatores, destaca-se a baixa atividade da
enzima superoxido dismutase dependente de manganés (SOD2), que degrada
os radicais superéxidos produzidos na mitocéndria em perdxido de hidrogénio.
Um estudo recente mostrou que mulheres portadoras do genédtipo AA possuem
maior chance de engravidar por FIV do que mulheres com os demais gendtipos
(RUIZ-SANS et al., 2011). Esses resultados subsidiam novas questées ainda nao
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respondidas relacionadas a potencial influéncia farmacogenética do polimorfismo
Ala16Val-SOD2 em moléculas-alvo utilizadas na inducédo da ovulagao.

Esse é o0 caso do citrato de clomifeno (CC), um modulador seletivo dos
receptores estrogénicos (SERM) que assim como o tamoxifeno induz a ovulacao
na sindrome do ovario policistico (SOP) ou em mulheres nas quais se quer
avaliar o nivel de reserva ovariana. Entretanto, apesar de o CC ser utilizado
desde a década de 1950, diferente de outros SERMS (tamoxifeno e raloxifeno)
investigacbes sobre seu potencial efeito antioxidante s&o muito incipientes,

sendo esse o principal objeto de estudo do presente trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade antioxidante do farmaco citrato de clomifeno e seu
potencial efeito na producao de radicais livres e citotoxicidade de sangue e
células mononucleares periféricas oriundas de mulheres com diferentes

gendtipos do polimorfismo Alai6Val-SOD2.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a capacidade potencial antioxidante do citrato de clomifeno
em diferentes concentragdes comparada com antioxidante padrdao &cido
ascorbico;

- Analisar o efeito in vitro de diferentes concentracbes do citrato de
clomifeno na producao de radicais livres;

- Avaliar a influéncia do polimorfismo Alai6Val na producédo de radicais
livres de amostras tratadas com diferentes concentracbes de citrato de
clomifeno;

- Avaliar o efeito in vitro de diferentes concentracdes do citrato de
clomifeno na citotoxicidade de células mononucleares periféricas do
sangue;

- Avaliar a influéncia do polimorfismo Alai6Val na citotoxicidade de
amostras tratadas com diferentes concentragdes de citrato de clomifeno;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Reserva ovariana

A reserva ovariana é definida como o conjunto de foliculos ovarianos (pool
folicular) disponiveis para recrutamento, representando o potencial funcional do
ovario através do numero e da qualidade oocitaria (MAHESHWARI; FOWLER,;
BHATTACHARYA, 2006; CHUANG et al.,2003; VISSER et al., 2006; HUGHES et
al., 2010). A quantidade de foliculos é finita e fixada em um momento muito
precoce da vida, mais especificamente no estagio fetal do desenvolvimento
humano. Assim, logo ap6s esse periodo, a quantidade de foliculos disponiveis a
se desenvolver e se transformar potencialmente em o6citos comega a declinar.
Estimativas apontam que, em torno da 202 semana de vida intrauterina, existem
6 a 7 milhées de odécitos. Ao nascimento, esse numero ja diminui para 1 milhdo,
e com a reducdo progressiva, na época da menarca existem apenas
aproximadamente 300.000 foliculos primordiais. Alguns desses serao recrutados
para o desenvolvimento folicular, porém, a cada ciclo, apenas um sera
selecionado para ovular, ao passo que os demais foliculos em crescimento serao
perdidos por atresia (apoptose). Esse processo continua até que o pool de
foliculos primordiais seja exaurido, resultando na menopausa (TE VELDE;
PEARSON, 2002).

Nos anos que precedem a menopausa, a fertilidade ja diminui, antes
mesmo de iniciar a irregularidade menstrual. No mundo ocidental, a menopausa
costuma ocorrer aos 51 anos de idade em média; porém ha uma variacao
individual na idade da menopausa e, subsequentemente, também na idade da
subfertilidade (TE VELDE et al.,1998).

Muitos estudos tém mostrado que a fertilidade natural da mulher comeca a
declinar ap6s os 30 anos de idade, acelerando esse declinio a partir dos 35 anos
e conduzindo a esterilidade em uma média de idade de 41 anos. O efeito da
idade sobre a fertilidade feminina também tem sido mostrado em varios estudos
sobre os resultados da fertilizagcao in vitro (FIV) obtidos a partir de casais

inférteis que se submeteram as técnicas de reproducdo assistida. A
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probabilidade de gravidez e “bebé em casa” claramente diminui ap6s os 35 anos
de idade. De fato, a idade da mulher consistentemente tem se mostrado como
um importante fator de predicao do sucesso do tratamento de FIV (BROEKMANS
et al., 2006; HUGUES et al.,2010).

Durante as duas ultimas décadas, varios testes, chamados “testes de
reserva ovariana”, tém sido desenvolvidos com o objetivo de predizer o
progndstico reprodutivo e o sucesso da FIV em termos de producdo oocitaria e
ocorréncia de gravidez. Alguns desses testes fazem parte da avaliagao de rotina
de pacientes inférteis que se submeterdo a alguma técnica de reproducao
assistida (BROEKMANS et al., 2006; GLEICHER; WEGHOFER; BARAD, 2011).
Ja que nao é possivel alterar a capacidade reprodutiva dos ovarios, a avaliagao
da reserva ovariana, no intuito de indicar o melhor tratamento, constitui uma

abordagem acessivel ao médico para tentar transpor a idade cronoldgica.

Para avaliar a reserva ovariana, niveis séricos na fase folicular precoce do
horménio foliculo estimulante (FSH), estradiol e de inibina B tém sido
mensurados, convencionalmente no 3° dia do ciclo menstrual. No caso, a inibina
B e o estradiol sao produzidos pelos foliculos em resposta ao FSH, e fazem
retroalimentacdo negativa sobre a hipéfise, suprimindo, desse modo, a secrecao
do FSH. Com o declinio do pool folicular, os niveis séricos de inibina B e
estradiol também diminuem, levando a um consequente aumento sérico do FSH.
A medida que diminui a reserva folicular, os niveis basais de FSH se elevam. Os
niveis basais do horménio luteinizante (LH), relevantes na fase folicular tardia,
permanecem mais estaveis e se elevam tardiamente na vida reprodutiva, ja no
periodo pré-menopausa (BURGER et al., 1999). O FSH basal é considerado um
teste consagrado para avaliacdo da reserva ovariana, e, segundo Chuang et al.
(2003), o FSH basal ¢ um bom marcador do tamanho do pool/ folicular
remanescente e, juntamente com a idade da paciente, sdo associados de forma

independente aos resultados da FIV.
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3.2 O teste de Navot

Testes farmacoldgicos tém sido amplamente utilizados para avaliar a
reserva ovariana. Além disso, existem outros testes, por exemplo, o teste de
avaliacao do numero de foliculos antrais pela ultrassonografia, a dosagem do
hormonio antimtlleriano. Entre os testes mais amplamente utilizados no mundo,
encontra-se o teste de desafio ao CC, conhecido como Teste de Navot (NAVOT;
ROSENWAKS; MARGALIOTH, 1987; JOHNSON et al., 2006; NAHUIS et al.,
2010).

O teste de Navot baseia-se no principio da ligagao por competicao do CC
aos receptores de estradiol hipofisarios. Isto porque o CC é um composto
sintético nao esteroide, com acao estrogénica fraca em alguns tecidos e
antiestrogénica em outros. Por possuir semelhanca estrutural com o estrégeno,
liga-se aos receptores estrogénicos hipofisarios, bloqueando a retroalimentacao
negativa dos estrégenos endogenos. Os receptores ocupados pela ligacao
estavel com o CC impedem o retrocontrole inibitério do estradiol sobre a hipdfise.
Desse modo, as pacientes com reserva ovariana adequada apresentam um
aumento na secrecdao de FSH, mas aquelas com baixa reserva folicular
apresentam uma secrecao exagerada de FSH. Essa diferenca indica que a
retroalimentacéo esta diminuida nos foliculos disponiveis (NAHUIS et al., 2010).

A retroalimentacdo negativa ao FSH é exercida pelo estradiol e pela
inibina, porém com o bloqueio de receptores do estradiol pelo CC, restaria
apenas a inibina para exercer esse efeito. Contudo, o baixo nimero ou a ma
qualidade da coorte de foliculos resultam em uma funcdo inadequada das
células da granulosa na producao de inibina suficiente. Isso faz com que ocorra
liberacdo do FSH acima do esperado.

Por esse motivo, esse teste tem uma sensibilidade maior para detectar
uma baixa reserva ovariana do que a avaliacao do FSH basal no terceiro dia do
ciclo (SCOTT et al.,, 1993). Em mulheres com um teste alterado, a chance de
gravidez sera pequena, independentemente da sua idade, ja que reflete uma
baixa reserva do ovario. Na opinido de Tambo et al. (1989), o teste de Navot tem

um bom valor preditivo na chance de gravidez, ou seja, da reserva ovariana, €
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da um progndstico correto em 92,3% dos casos. Essa sugestao prevalece até os
dias de hoje segundo revisdo sobre o tema (NAHUIS et al., 2010). Vale destacar
que, apesar da importancia da medida da reserva ovariana, a melhor maneira de

avaliar o estado folicular permanece controversa (FANCHIN et al., 2005).

3.3 Estresse oxidativo na reproducao feminina

Apesar da grande quantidade de testes e do rapido desenvolvimento das
tecnologias de reproducdo assistida observados nestes Uultimos dez anos,
estudos sobre fatores que incidem sobre perfil reprodutivo, fertilidade e sucesso
reprodutivo feminino continuam sendo um tema de amplo interesse. Isso porque,
no mundo contemporaneo, considerando os fatores socioeconémicos e culturais,
as mulheres tendem a gerar filhos em idades mais avancadas do que as
geracoes anteriores. Assim, a investigacdo sobre possiveis fatores que incidem
sobre o0 eixo hipotalamo-hipofise-ovario de modo a aumentar a fertilidade e a
reproducdo, ou mesmo diminuir os fatores deletérios desse processo, é de

grande interesse clinico-epidemiolégico (HUGUES et al., 2010).

Além da programacao genética restrita no tempo da fertilidade feminina,
podem existir variaveis que acelerem ou minimizem esse processo. Esse é o
caso do efeito do estresse oxidativo no organismo humano (AVERY, 2011). Em
um organismo humano saudavel, as EROs e os antioxidantes estdo em
equilibrio. Quando esse equilibrio é perdido no sentido de excesso de EROs, o

estresse oxidativo ocorre.

O estresse oxidativo influencia o tempo de vida reprodutivo de uma
mulher, assim como a chegada da menopausa. Os efeitos patoldégicos do
estresse oxidativo sao exercidos por varios mecanismos incluindo peroxidacao
lipidica, inibicdo da sintese protéica, deplecdo da adenosina trifofasto (ATP),
alteragdes nas proteinas e na molécula de DNA (genotoxicidade) (AGARWAL;
GUPTA; SHARMA, 2005).

Estudos tém mostrado que as EROs afetam mdltiplos processos
fisiologicos da maturacdo oocitaria, da fertilizacdo, do desenvolvimento
embriondrio e da gravidez, e tém sugerido papel na modulacdo do declinio da
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fertilidade idade-relacionada. O estresse oxidativo também tem um papel na
fisiopatologia da infertilidade e nos resultados da fertilizagdo assistida
(AGARWAL; ALLAMANENI, 2004, RUIZ-SANZ et al., 2011).

A presenga de EROs e antioxidantes no trato reprodutivo feminino tem
sido demonstrada por varias metodologias envolvendo estudos em animais e
humanos. Um numero de biomarcadores do estresse oxidativo tem sido
investigado incluindo os relacionados com a modulagdo das enzimas
antioxidantes produzidas pelo préprio organismo (antioxidantes enzimaticos
enddgenos) como a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase e na
capacidade antioxidante total e compostos pro-oxidantes que, por exemplo,
levam a peroxidagdo lipidica causando danos nas membranas celulares
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico, TBARS, danos no DNA, producéao
de nitritos e nitratos, etc.) (JOZWIK; WOLCZYNSKI; SZAMATOWICZ, 1999, AL-
GUBORY; FOWLER; GARREL, 2010).

Desse modo, é importante comentar que ja existe um nimero consistente
de estudos que associam o aumento de dano no DNA causado pelo estresse
oxidativo e infertilidade masculina. Tais estudos levantam a hipbétese de que a
dieta parece ser crucial na prevencao desses danos (WOODALL; AMES, 1997;
SHOWELL et al., 2011). No caso, disfungcbes nos espermatozdides relacionadas
ao estresse oxidativo incluem diminuicdo na sua motilidade e inibicao da fuséo
espermatozoéide-oécito (SHARMA; AGARWAL, 1996).

Entretanto, o papel do estresse oxidativo na fertilidade e no sucesso
reprodutivo feminino ainda é obscuro. Assim, a avaliacdo do impacto das EROs
na fertilidade feminina e no aborto precoce representa uma lacuna no nosso

conhecimento sobre a reproducéo indicando a necessidade de novas pesquisas.

Dado o numero pequeno de estudos e a relevancia epidemiolégica do
tema, esse projeto tem como perspectiva conduzir investigacbes sobre a
modulacdo de biomarcadores do estresse oxidativo e sua associagdo com o
padrao de fertilidade e sucesso reprodutivo feminino.

Entretanto, para conduzir um estudo sobre associacdo entre reserva
ovariana e estresse oxidativo induzida pelo CC, torna-se necessario estabelecer

os potenciais efeitos in vitro dessa medicagcao no metabolismo oxidativo.
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3.4 Caracterizacao do Citrato de Clomifeno (CC)

Quimicamente, o CC é uma molécula n&o esterdide derivada do
trifeniletiloeno que possui tanto propriedades agonistas quanto propriedades
antagonistas ao estrogénio (CLARK; MARKAVERICH, 1988). Como um
composto antiestrogénico, o CC liga-se aos receptores de estrogénio no
hipotdlamo e na hipéfise (NASSERI; LEDGER, 2001). O CC contém uma mistura
assimétrica de sais isoméricos, o enclomifeno e o zuclomifeno. O zuclomifeno
que compde 38% do CC é a molécula mais potente na inducdo da ovulacao
tendo uma meia-vida mais longa do que o enclomifeno. O zuclomifeno é ainda
detectavel no plasma até um més apds a sua administracdo e pode se acumular
a longos ciclos consecutivos de tratamento. Ja& os niveis do enclomifeno
aumentam rapidamente no sangue apdés a administracdo do CC e caem para
niveis nao detectaveis também rapidamente (NASSERI; LEDGER, 2001).

Apesar das similaridades quimicas do CC com outras moléculas como o
tamoxifeno que atua como um agonista de receptores de estrogénio na mucosa
vaginal e no endométrio, uma metanalise feita por Steiner, Terplan e Paulson
(2005) sugeriu que tanto o CC quanto o tamoxifeno sdo efetivos na indugao da

ovulacéo.

Kurosawa et al. (2010) avaliaram a atividade do CC nos receptores
estrogénicos alfa (ESR1) e beta (ESR2) separadamente utilizando células 293T
transfectadas ou com o receptor ESR1 ou com o receptor ESR2. Esses autores
observaram que o CC atua como um antagonista/agonista do estrogénio via o
receptor ESR1 e como antagonista do estrogénio via o receptor ESR2.

Geralmente para a inducao da ovulagao, o CC é administrado via oral em
uma dose diaria de 50 mg durante cinco dias a partir do 2-5° dia do ciclo. No
teste de Navot, no 3° dia do ciclo, é realizada a avaliacdo dos niveis de FSH.
Entre o 5° até o 9°dia, o CC é administrado oralmente na dose de 100 mg/dia

avaliando-se novamente os niveis de FSH no 102 dia do ciclo.

Pouco é conhecido sobre o destino biolégico do CC em seres humanos.
Sabe-se que o CC é bem absorvido, e os isbmeros e seus metabdlitos sao
excretados principalmente pelas fezes (ADASHI, 1993). Existem evidéncias de
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reciclagem entero-hepéatica dos principais metabdlitos do CC. Em ratos e
coelhos, o principal produto metabédlico do CC ocorre a partir da 4-hidroxilacao,
N-detilacdo e N-oxidagcdo das moléculas, que é feita pelos citocromos P450
(SZUTU et al., 1989; RUENITZ, 1981). As rotas metabdlicas nos seres humanos

provavelmente sao similares as descritas para o tamoxifeno.

Potenciais efeitos farmacogenéticos parecem agir sobre a eficacia do CC.
Rostami-Hodjegan et al. (2004) revisaram essa questdo no seu artigo sobre
monitoramento das concentracdes plasmaticas do CC sugerindo que essas
concentracdes devem ser individualizadas ja que a resposta ao farmaco nas
mulheres é muito individualizada. Entretanto, quais rotas genéticas alteradas

estao associadas a essas diferencas ainda é um tema a ser estudado.

3.5 Farmacogenética associada ao metabolismo oxidativo

A farmacologia dedica-se ao estudo dos farmacos incluindo a sua acao
nos tecidos e organismos vivos, bem como o seu efeito com outras substancias
quimicas. Historicamente, o conhecimento das respostas farmacolégicas a
drogas tem se baseado em resultados populacionais. Apesar da relevancia dos
estudos realizados através de ensaios clinicos, subgrupos populacionais podem
apresentar diferentes respostas ao farmaco que podem ser constatados através
da ocorréncia de efeitos colaterais, assim como maior ou menor intensidade de
resposta ao medicamento. Entretanto, com os avancos tecnolégicos recentes na
area de biologia molecular, abriu-se a perspectiva de desenvolvimento de
estudos que permitam a obtencdo de informacdes mais especificas dos
individuos. No caso, a implantacdao de estudos dessa natureza tem como
objetivo final personalizar o uso de farmacos através da selecao de drogas e
dosagem utilizada a fim de garantir uma maior eficiéncia e seguranca (WANG;
MCLEOD; WEINSHILBOUM, 2011).

Assim, dois principios fundamentais estdo diretamente relacionados a
essa personalizagao: a farmacocinética e a farmacodindmica. Como se sabe, a
farmacocinética envolve a descricdo dos efeitos das drogas nos organismos
vivos incluindo sua taxa de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecao.
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Muitos fatores bioldgicos, fisioldgicos e fisicoquimicos influenciam o processo de
transferéncia das drogas no corpo e assim a sua dinamica farmacolégica. Desse
modo, os principios basicos da farmacocinética sao utilizados para se determinar
a dose necessaria a uma resposta terapéutica. Como resultado, a
farmacocinética € considerada um elemento-chave para o estabelecimento de
doses mais personalizadas. O principal objetivo seria o de manter uma
concentracao 6tima do farmaco no seu sitio receptor, produzindo o efeito
terapéutico desejavel por um periodo especifico de tempo e minimizando
qualquer efeito adverso ou tdéxico da droga (WANG; MCLEOD; WEINSHILBOUM,
2011).

Ja a farmacodindmica descreve o efeito da droga no corpo e se baseia em
principios fundamentais da relagcdo droga-receptor alvos. Portanto, a
farmacodindmica esta relacionada a natureza da interacado farmaco-receptor, que
pode ser afetada pela quantidade e afinidade do receptor ao farmaco e pela

concentragao desse farmaco no sitio receptor.

A partir dos subsidios relacionados a farmacodindmica e farmacocinética,
foi desenvolvido o conceito de monitoramento farmaco-terapéutico (therapeutic
drug monitoring), que é utilizado no manejo terapéutico de farmacos. Tal
monitoramento é realizado através de medidas soroldgicas da sua concentracao
que permitem otimizar e individualizar a resposta medicamentosa conforme o
paciente evitando assim situacées de subdosagens ou dosagens consideradas
toxicas (STINGL KIRCHHEINER; BROCKMOLLER, 2011).

Uma vez que existem variacdes individuais ou de subgrupos populacionais
a acao farmacodindmica e farmacocinética dos farmacos, o campo da “gendmica
dos farmacos” emergiu com forca nesta Gltima década. Conceitualmente, a
farmacogenética e a farmacogendmica tratam do estudo do papel da variagao
geneticamente herdada na resposta a um dado farmaco. Embora muitos fatores
possam contribuir nessa variagdo, incluindo o sexo, idade, dieta e efeitos de
interacdo com outras drogas, evidéncias robustas mostram que a genética do
individuo tem um papel muito relevante. Nos Estados Unidos, a farmacogenética
ja esta suficientemente madura a ponto da Food and Drug Administration (FDA)
comecgar a incorporar informagdes farmacogenéticas sobre farmacos. No caso, a

maioria das informacodes incorporadas dizem respeito a herangcas monogénicas
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no metabolismo das drogas. Ndo ha limites definidos entre farmacogenética e
farmacogendmica, os dois termos sao frequentemente usados como sinbnimos
(STINGL KIRCHHEINER; BROCKMOLLER, 2011). Portanto, aqui essas duas

palavras serao utilizadas como sinénimo.

A farmacogenética também comecou a ser utilizada no desenvolvimento
de novos farmacos ou para identificar novas propriedades biolégicas ou aspectos
toxicolégicos de farmacos que ja sao utilizados na clinica médica. Nesse
contexto, o Laboratério de Biogendmica (Departamento de Morfologia, Centro de
Ciéncias da Saude, UFSM) implantou uma linha de pesquisa em estudos
farmacogenéticos in vitro de propriedades bioldgicas e toxicoldgicas de farmacos
associados ao metabolismo oxidativo. O presente projeto esta incluido nessa
linha de pesquisa avaliando, nao sé as potenciais propriedades oxidativas (pré e
antioxidantes) in vitro do citrato de clomifeno, mas também se tais propriedades
sdo dependentes do contexto genético do individuo relacionado ao metabolismo

antioxidante enzimatico.

O organismo humano, por ser aerébio, utiliza glicose e oxigénio para gerar
energia sob a forma de adenosina trifosfato (ATP). Nesse processo, cerca de 5%
do oxigénio acaba formando moléculas eletronicamente desemparelhadas que
possuem alta reatividade quimica. Essas moléculas sdo genericamente

conhecidas como EROs.

O controle na producao e catalise dos EROs é regulado pelo organismo
através de dois sistemas antioxidantes complementares: o sistema antioxidante
enddgeno, composto por enzimas que catalisam os EROs em agua; e o sistema
antioxidante exd6geno, composto por moléculas antioxidantes obtidas,
principalmente, através da dieta.

O sistema antioxidante enzimatico inclui enzimas importantes, como
superoxidos dismutases (SODs), catalase (CAT), sistema tioredoxina, glutationa
peroxidase (GPX), e heme oxigenase. A principal reagdo antioxidante esta
relacionada & catalise dos fons superéxido (O®) produzidos a partir do oxigénio
que nao foi utilizado nos ciclos bioquimicos mitocondriais para a producédo do
ATP. Nesse sistema antioxidante, os ions superoxido sado catalisados pela
superoxido dismutase (SOD) que é considerada a primeira enzima de defesa
contra o estresse oxidativo produzido pelo metabolismo normal (JOHNSON,
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2002). As SODs convertem eficientemente todo o O*" para H,O; (peréxido de
hidrogénio). Este ultimo é entdo degradado finalmente em agua pela catalase ou
glutationa peroxidase. Existem trés isoformas da SODs: a MnSOD (SOD2)
dependente de manganés, na mitocOndria, a Cu/ZnSOD dependente de cobre-
zinco no citosol e a SOD extracelular, nos compartimentos extracelulares
(ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002).

A enzima SOD2, apesar de ser codificada por um gene nuclear e
sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso, atua somente no interior das
membranas mitocondriais. No caso, essa enzima catalisa (dismuta) o radical
superoxido produzido a partir da respiracdo celular em peréxido de hidrogénio.
Posteriormente, o perdxido de hidrogénio formado dentro da mitocondria é
catalisado pela glutationa peroxidase em agua (SUTTON; KHOURY; PRIP-
BUUS, 2003).

Para tanto, a proteina SOD2 sintetizada no citoplasma é movida para
dentro da mitocdndria a partir de informagcées contidas em um pequeno
segmento protéico conhecido como sequéncia mitocondrial alvo (Mitochondrial

target sequence, MTS).

Estudos genéticos tém descrito um polimorfismo de substituicado simples
(single nucleotide polymorphism, SNP) no cédon 16 da regidao MTS da proteina
SOD2 onde ocorre a substituicdo de uma alanina por uma valina. Desse modo,
existem trés gendétipos possiveis na populacao humana: AA, VV e AV. O alelo A
determina a sintese de uma proteina alfa-hélice, que possui grande eficiéncia de
transporte e entrada na mitocondria. J&4 o alelo V determina a sintese de uma
proteina com estrutura beta-lamina que fica parcialmente retida nas membranas
mitocondriais (SHIMODA-MATSUBAYASH)I et al., 1996).

Essas condicbes acarretam consequéncias no desempenho da enzima. No
caso, portadores do gendétipo AA possuem uma maior facilidade em entrar para a
mitocondria e, por consequéncia, maior eficiéncia na dismutagdo do superoxido.
Por outro lado, portadores do genétipo VV possuem uma maior dificuldade de
entrada enzimatica para a mitocéndria e, por consequéncia, menor eficiéncia na
dismutacgao do ion superéxido (ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002).
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Essa observacdao é proveniente de estudos in vitro que utilizaram a
importacdo de proteinas quiméricas para dentro de camundongos e mostraram
que o precursor Ala-MnSOD gerado é 30-40% mais ativo no processamento do
homotetramero MnSOD do que o precursor Val-MnSOD. Consequentemente, o
Ala-MnSOD/MTS permite uma importacéao eficiente da MnSOD para o interior da
matriz mitocondrial, enquanto a variante Val causa uma retencdo parcial do
precursor dentro da membrana interna e diminui a formagdo do homotetramero
MnSOD ativo na matriz mitocondrial (SUTTON; KHOURY; PRIP-BUUS, 2003).

Evidéncias epidemiolégicas tém demonstrado que o alelo Ala (AA) pode
alterar o transporte da enzima para o interior da mitocondria, o que esta
associado ao aumento do risco para cancer de mama, préstata, célon, carcinoma
hepatocelular em pacientes infectados por HCV (Virus da Hepatite C), e
mesotelioma pleural maligno (TAUFER et al., 2005; SLANGER; CHANG-
CLAUDE; WANG-GOHRKE, 2006; LANDI et al., 2007; BICA et al., 2007; BICA et
al., 2009).

Investigagcdes epidemioldgicas adicionais tém sugerido que o alelo V néo é
uma “boa variante genética”, uma vez que foram observadas associacdes desse
alelo com aterosclerose da carétida (KAKKO; PAIVANSALO; KOISTINEN, 2001),
com cardiomiopatia dilatada nao familiar em individuos japoneses, com altos
niveis de LDL oxidado (ox-LDL) em individuos brasileiros com efeito sinergético
em pacientes com diabetes tipo 2 (GOTTLIEB; SCHWANKE; SANTOS, 2005).
Porém, dados alternativos demonstraram que essa variante do alelo A do
peptideo sinalizador aumenta a atividade da MnSOD mitocondrial, protege os
macréfagos contra a apoptose induzida por ox-LDL, reduzindo o risco de infarto
agudo do miocardio (FUJIMOTO; TAGUCHI; IMAI, 2008).

Os fatos antes mencionados sugerem um “paradoxo” no polimorfismo da
MnSOD, dado que principalmente as condicbes homozigéticas (AA e VV) dessa
variacdo causam um desequilibrio na modulacdo antioxidante, levando ao
aumento dos niveis de superdxido em individuos VV ou niveis de peréxido de
hidrogénio em individuos AA.

Em ambos os casos, interagbes ambientais parecem aumentar ou diminuir
o risco de morbidades nao transmissiveis como as neoplasias e doencas

cardiovasculares, como é sugerido em um estudo que descreve uma interacao
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entre esse polimorfismo e padrées de dieta antioxidante e outras variaveis do
estilo de vida, como o habito de fumar no risco de cancer no pulmao
(AMBROSONE; FREUDENHEIM; THOMPSON, 1999; TAMIMI; HANKINSON;
SPIEGELMAN, 2004).

Ruiz-Sanz et al. (2011) investigaram se o polimorfismo AlaiéVal SOD2
estava associado a infertilidade e taxa de gravidez em ciclos de FIV. Nesse
estudo, no grupo que foi submetido a FIV, o gendtipo foi AA em 25% e VV em
28%. Esses autores estudaram 148 mulheres inférteis que se submeteram a
ciclos de FIV, das quais 44 ficaram gravidas, enquanto 104 nao ficaram. As
mulheres portadoras do gendtipo AA apresentaram uma taxa de gravidez mais
alta na FIV do que os outros genétipos. O gendtipo AA do polimorfismo Alai6Val
SOD2 foi considerado um significativo preditor independentemente da ocorréncia
de gravidez em ciclos de FIV.

A partir desses resultados, os autores sugeriram que a defesa
antioxidante, particularmente na mitocondria, poderia contribuir no sucesso da
FIV.

Dentro desse contexto, os ensaios para avaliar propriedades oxidativas do
citrato de clomifeno também incluirdao testes farmacogenéticos utilizando material
biolégico (sangue) oriundo de individuos com diferentes gendtipos do
polimorfismo Ala16Val SOD2.
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4 RESULTADOS

Os resultados sao apresentados na forma de manuscrito submetido ao
Journal of Fertility and Sterility, indice de Impacto: 3,93 formatado segundo as

normas propostas pela Revista (Anexo B).
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho observou a capacidade antioxidante potencial do CC
e o seu efeito sobre o metabolismo oxidativo e a viabilidade celular de amostras
biolégicas provenientes de mulheres adultas saudaveis portadoras de diferentes
genétipos do polimorfismo Alai6Val SOD2.

Antes de serem discutidos os resultados obtidos, serdo feitos comentarios
sobre as condicbes metodoldgicas relacionadas a conducao do presente estudo.
Inicialmente é importante comentar as condi¢cées de escolha das concentracdes
do CC testadas nessa investigacdo. Uma vez que o CC é um farmaco, as
concentragdes escolhidas foram as previamente utilizadas no estudo recente
conduzido por Kurosawa et al. (2010) que avaliou a atividade estrogénica do CC
via receptores ERa e ERp, separadamente usando células 293T transfectadas
ou com um, ou com outro receptor. A atividade antiestrogénica do CC também
foi avaliada através do mesmo sistema na presenca de diversas concentracoes
de 17B-estradiol. Os autores utilizaram concentragdes entre 6 a 12uM. A partir
de ensaios pilotos, foram determinadas como concentragdes as quatro
concentracdes testadas que incluiram duas concentracbes préximas as
investigadas por Kurosawa et al. (2010) (5uM e 10puM) e uma concentragdo mais
baixa (1uM) e outra mais alta (20uM). Uma vez que para cada concentracéao
foram feitas triplicatas a fim de minimizar os efeitos ambientais sobre os
resultados, preferiu-se limitar o numero de concentragdes a quatro com o

adicional grupo controle negativo.

A capacidade antioxidante potencial do CC foi inicialmente avaliada pelo
método de sequestro do radical livre DPPH que é um ensaio espectrofotométrico
simples, mas amplamente empregado. O DPPH & um radical livre estavel, ndo
natural, cujas propriedades diferem dos radicais de oxigénio altamente reativos
como o0s radicais hidroxil, alcoxil, superéxido, etc., que apresentam um
importante papel nos processos oxidativos biolégicos. Logo, o ensaio de
atividade sequestradora do radical livre DPPH se apresenta como um teste de
predicdo de uma potencial atividade antioxidante e pode ser empregado para a
averiguacdo dessa atividade em compostos quimicos sintéticos e produtos
naturais (MENSOR et al., 2001). Os resultados mostraram que o CC possui acao
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antioxidante ainda que bem menor do que a do acido ascérbico, que foi a
molécula antioxidante utilizada como padrdo comparativo. Por exemplo, na
concentragdo de 20 uM, a agdo antioxidante do CC foi 76% menor do que a

observada para o 4cido ascorbico nessa mesma concentragao.

Entretanto, apesar de baixa atividade antioxidante, o CC apresentou
efeitos tanto sobre a producao de radicais livres quanto sobre a viabilidade

celular.

Em relacao ao efeito do CC na producao dos radicais livres, a potencial
influéncia do CC na producédo de EROs foi monitorada através do uso da sonda
fluorescente, a 2,7’- diclorofluoresceina (DCF). Esse teste esta baseado no
seguinte pressuposto quimico: o diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) é
capaz de se difundir através de membranas celulares. Dentro das células, essa
molécula é deacetilada pela acdo das enzimas esterases intracelulares (ROTA;
CHIGNELL; MASON, 1999). Essa reacao forma, por sua vez, um produto nao
fluorescente, a dihidroclorofluoresceina (DCFH). A DCFH na presenca de EAOs
€ oxidada (preferencialmente pero6xidos, hidroperéxidos e NOe) passando para
uma forma altamente fluorescente a diclorofluoresceina (DCF). Assim, quanto
maior a fluorescéncia detectada pela maior absorbancia avaliada pelo

fluorimetro, maior a ocorréncia de compostos oxidantes.

Desse modo, o ensaio DCFH-DCF é rotineiramente utilizado para detectar
a producgao de EROs com um nivel razoavel de acuracia ainda que nao faga uma
deteccao muito especifica (de tipos diferenciados de EROs). No entanto, sabe-se
que o ensaio mede oxi-radicais e perdxidos formados (TANIELIAN et al., 2000,
WOODALL; AMES, 1997). No presente estudo, a influéncia do CC sobre a
producao de EROs foi feita a partir do seguinte pressuposto: se os niveis de
EROs se mantivessem similares aos observados nos tratamentos sem o farmaco
(controle negativo), essa condicdo indicaria a nao ocorréncia de efeitos do CC
sobre a producao dessas moléculas. Caso as taxas de fluorescéncia fossem
aumentadas em relagcdo ao grupo controle, tal condicdo indicaria efeito proé-
oxidante do CC nas amostras de sangue testadas. O contrario, queda na
fluorescéncia indicaria potencial acdo antioxidante através da diminuicao na
producao de EROs. Considerando as amostras de sangue como um todo, 0s

tratamentos com CC apresentaram ou efeito antioxidante ou nenhum efeito
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conforme a concentracdo. O mesmo ocorreu no teste de viabilidade celular em
que determinadas concentracdes de CC (especialmente 5 e 10 uM) aumentaram
a viabilidade via analise da funcao mitocondrial, que é fator que mede o ensaio
do MTT.

Investigacdes complementares tém descrito que outros SERMs, como o
tamoxifeno e o raloxifeno, usados nos tratamentos do cancer de mama e da
osteoporose respectivamente, tém efeitos biolégicos positivos sobre o
metabolismo oxidativo da atividade fisiolégica cardiovascular e neural. Essas
moléculas apresentam, particularmente, efeito antioxidante (CARDOSO;
ALMEIDA; CUSTODIO, 2004; OBATA, 2006; WAKADE et al., 2008; BADAWY;
ELNASHAR, 2011).

Nas ultimas quatro décadas, o CC tem sido o tratamento primario na
infertilidade de pacientes anovuladoras do grupo Il da classificacdo da
Organizacdao Mundial da Saude. O CC pertence a classe farmacolégica dos
Moduladores Seletivos dos Receptores Estrogénicos (SERMs) que altera a acao
estrogénica de acordo com a sua ligacao nos receptores estrogénicos (subtipos
REa ou REB) nas células (STEINER; TERPLAN; PAULSON, 2005). Assim, em
alguns casos, um SERM pode antagonizar os efeitos estrogénicos por impedir o
estrogénio a se ligar aos receptores e, em outros casos, essas drogas mostram
atividade estrogénica por imitarem a acdo dos mesmos, através da ligacao via
receptor, a depender do tecido. Dada as suas similaridades farmacolégicas
relacionadas a outros SERMs do qual ja foi comprovado efeito antioxidante, o
CC também parece ter tal efeito.

Entretanto, considerando a revisao da literatura indexada no Medline-
Pubmed, estudos prévios dos efeitos antioxidantes do CC parecem ser muito
incipientes, uma vez que nao foi possivel acessar a estudos similares ao aqui
descrito. Desse modo, o conjunto dos resultados aqui descritos sugere que o CC
tenha papel antioxidante ativo em sistemas biol6gicos in vitro, 0 que precisa ser

confirmado a partir de estudos adicionais in vivo.

Entretanto, talvez os achados mais importantes do presente estudo sdo o
potencial efeito farmacogenético dos resultados j4 que os mesmos foram
influenciados pelo polimorfismo Alai6Val SOD2. A despeito de esse ser um
estudo in vitro e estar limitado a poucas amostras dos diferentes genoétipos da
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Alat6Val SOD2, esses resultados sao instigantes e incitam uma maior
discusséo.

Os resultados aqui descritos sobre potencial efeito dependente de
variagdes no gene da SOD parecem ter plausibilidade biolégica, uma vez que
investigacdes prévias tém sugerido ser a SOD um elemento importante na
biologia reprodutiva feminina. Entre essas investigacdes, destaca-se o estudo
recente feito pelo grupo de pesquisa espanhol que avaliou o efeito do mesmo
polimorfismo aqui investigado no sucesso da fertilizagdo in vitro (FIV) (RUIZ-
SANS et al., 2011).

Ruiz-Sans et al. (2011) estudaram 148 mulheres inférteis que se
submeteram a ciclos de FIV, das quais 44 ficaram gravidas, enquanto 104 nao
ficaram. As mulheres portadoras do gendétipo AA apresentaram uma taxa de
gravidez mais alta na FIV do que os outros gendtipos. A partir desses resultados,
os autores sugeriram que a defesa antioxidante, particularmente na mitocéndria,

poderia contribuir no sucesso da FIV.

O conjunto dos resultados aqui obtidos sugere que o genétipo AA
apresenta maior resposta antioxidante ao CC do que os demais gendtipos. Por
exemplo, na analise da viabilidade celular, amostras provenientes de mulheres
heterozigotas (AV) nao apresentaram alteracdo nessa variavel quando em
presenca do CC. Se a SOD2 é a molécula-chave no metabolismo reprodutivo
feminino, pode ser especulado que alteracdes na atividade genética da SOD2,
causadas pelo polimorfismo Ala16Val SOD2, poderiam também induzir respostas
diferentes para as drogas indutoras da ovulacdo, como é o caso do CC. Os
resultados aqui descritos corroboram particularmente essa hipétese, portanto é
importante realizar estudos complementares in vivo para avaliar se a resposta ao
tratamento com CC é influenciada pelo polimorfismo Ala16Val SOD2. A auséncia
desses dados poderia ser considerada uma limitagcao deste estudo.

Entretanto, como medicamentos indutores de ovulacédo séo utilizados para
disturbios como a sindrome do ovario policistico muito relacionado a obesidade e
para a avaliacao da reserva ovariana, essas duas condi¢cbes estdo ligadas a uma
grande variacdo amostral. Ou seja, mulheres portadoras de SOP ou que
precisam avaliar a reserva ovariana podem ter grandes diferencas no seu

histérico de doencas, no estilo de vida, na idade, etc., que precisam ser
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consideradas no momento de se organizar um desenho experimental do tipo
ensaio clinico. Realizar o processo seletivo dessa amostra ndo é tarefa facil e
envolve dispéndio de tempo e recursos financeiros, humanos e logisticos. Por
esse motivo, investigacdes prévias, como aqui realizadas, que indiqguem possivel
efeito do CC no perfil antioxidante e potencial acao farmacogenética relacionada
ao polimorfismo Alai6Val SOD2, constituem uma base referencial para a
conducao dos estudos adicionais em seres humanos. Em termos clinicos, a
relevancia desses estudos encontra-se justo em duas situacdes relacionadas ao
uso do CC. A primeira delas € clinicamente conhecida como resisténcia ao CC
caracterizada pela menor responsividade a inducdo da ovulacdo, que é
observada em algumas mulheres. Seria essa nao responsividade um efeito
associado ao metabolismo oxidativo? Essa é uma questdo em aberto que
precisa ainda ser respondida. A outra questado diz respeito a potenciais efeitos
adversos relacionados ao CC que ainda que baixos podem ocorrer em um
namero pequeno de pacientes. Por exemplo, Yasar e Ertugrul (2009)
descreveram que pacientes com tendéncia a dislipidemia podem apresentar
quadros de hipertrigliceridemia severa quando tratadas com CC. Outro problema
relatado ao uso do CC diz respeito a disturbios visuais. Entretanto, uma
investigacao recente feita por Racette et al. (2011) mostrou que tais disturbios

sdo minimos e que o tratamento com CC pode ser mantido.

Embora a ovulagcdo seja restaurada em aproximadamente 70% das
mulheres tratadas com CC, apenas pouco mais da metade obtém gravidez
(STEINER; TERPLAN; PAULSON, 2005). A falha na obtencdo da gravidez,
apesar da restauracao dos ciclos ovulatérios pelo CC, ndo é bem compreendida.
Entre as possiveis interferéncias nesse processo, € o efeito antiestrogénico do

CC sobre o muco cervical e o endométrio.

Por isso, considerando os resultados descritos por Ruiz-Sanz et al. (2011),
e sua relacdo com este estudo, nés ndo podemos descartar o possivel papel do
estresse oxidativo nesses dois processos (resisténcia ao CC e insucesso
reprodutivo). Apesar dos dados aqui apresentados terem sido obtidos de
mulheres jovens saudaveis, sem historia de infertilidade, um ponto importante é
que estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa que colaborou com a
execugcao do presente estudo descreveram a associagcdo da baixa atividade
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enzimatica da SOD2 relacionada ao alelo V com obesidade (MONTANO et al.,
2009) e hipercolesterolemia e alta taxa de biomarcadores de estresse oxidativo
(DUARTE et al., 2010). Como a SOP esta intimamente relacionada a obesidade
e outros disturbios metabdlicos, esses resultados indicam o potencial efeito do
polimorfismo AlaiéVal SOD2 na SOP. No entanto, at¢é o momento, ndo ha
estudos na literatura que investiguem a associacdo entre SOP e o polimorfismo
Alai16Val SOD2.

Por essa razao, investigacbes complementares necessitam ser realizadas,
considerando: (1) a potencial associagao entre o polimorfismo Alai6Val SOD2 e
SOP; (2) anélise do estado oxidativo de mulheres inférteis, antes e durante o
tratamento com CC, e a sua potencial influéncia farmacogenética do
polimorfismo Ala16Val SOD2.

Por fim, é importante ponderar algumas consideragdes sobre o aspecto
metodoldgico deste trabalho. Nesse estudo, foi investigado o potencial efeito in
vitro do CC sobre o metabolismo oxidativo do sangue e CMSP com diferentes
gendtipos Alai6Val SOD2. No entanto, ndo foram incluidas amostras de
mulheres inférteis, j& que um grande numero de causas de infertilidade poderia
influenciar os resultados obtidos aqui. Outra observacao é que os resultados in
vitro descritos neste estudo ndo sao necessariamente reprodutiveis em estudos
clinicos, uma vez que o CC é metabolizado diferentemente no organismo
humano. Desse modo, reforca-se a necessidade de estudos clinicos

complementares.

Por isso, a despeito dessas limitagoes, os resultados aqui descritos abrem
uma perspectiva para a conducado de diversos estudos complementares, que
auxiliam no entendimento dos mecanismos envolvidos na infertilidade feminina e

também no desenvolvimento de tratamentos personalizados.
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6 CONCLUSAO

A partir da avaliacdo da capacidade antioxidante do farmaco CC e seu
potencial efeito na producdo de radicais livres e citotoxicidade de sangue e
células mononucleares periféricas oriundas de mulheres com diferentes

genétipos do polimorfismo Ala16Val-SOD2, foi observado que:

- O CC possui capacidade antioxidante mesmo que baixa em relacao ao

acido ascorbico avaliado em concentragdes similares;

- O CC apresentou efeitos antioxidantes na produgcdo de EROS
dependendo da concentracdo do farmaco e do gendtipo do polimorfismo
Ala16Val-SOD2;

- Concentragcbes intermediarias do CC (5 e 10uM) foram as que

apresentaram maior efeito antioxidante;

- Amostras provenientes de mulheres portadoras do genédtipo AA
apresentaram maior resposta antioxidante do que as provenientes dos
demais genotipos;

- Avaliacdo da influéncia do CC na viabilidade celular mostrou que
tratamentos com concentragcées intermediarias aumentaram a tal

viabilidade quando as amostras foram analisadas de modo conjunto.

- O conjunto dos resultados sugere efeito antioxidante do CC, entretanto
tais efeitos sdo diretamente influenciados pelo polimorfismo Alai6Val
SOD2 indicando acao farmacogenética do mesmao.
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CAPSULE

An in vitro study was performed to evaluate the antioxidant properties of citrate
clomiphene (CC) in the presence of the Ala16Val SOD2 polymorphism. The
results suggest that CC exerts antioxidant pharmacogenetic effects.
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ABSTRACT

Objective: To investigate the in vitro antioxidant properties of the ovulation
induction drug, Citrate clomiphene (CC), and to access whether its effects are
influenced by the Alai6Val polymorphism in the SOD2 gene, which encodes
mitochondrial manganese superoxide dismutase (SOD).

Design: An in vitro experimental study testing the effect of different
concentrations of CC on antioxidant capacity, reactive oxygen species (ROS)
production and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) culture viability.
Setting: A public university, Biogenomic Lab.

Patient(s): A total of 58 healthy adult women were genotyped for the Ala16Val
SOD2 polymorphism, and blood samples were collected to perform in vitro
experiments analyzing the biological antioxidant effects of CC.

Main Outcome Measure(s): Free radical production and cytotoxicity assays
were performed on blood and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
with different Ala16Val SOD2 genotypes.

Result(s): According to the observations described here, CC exhibited
antioxidant effects. Additionally, the CC treatments led to a decrease in ROS
production, with blood samples from the AA genotype displaying a more
responsive antioxidant effect from CC than other genotypes. AA and AV
PBMCs showed an increase in viability following treatment with 10 uM CC when
compared with PMBCs from control groups. In the VV PBMC group, only the 5
UM and 10 uM CC treatments presented a significant positive viability effect.
Conclusion(s): CC exhibits antioxidant activity, similar to that observed with
other Selective Estrogen Receptor Modulators (SERMs), in the presence of the
Ala16Val-SOD2 polymorphism.

Key words: Citrate clomiphene, Alai6Val SOD2 gene polymorphism,

antioxidant, ovulation drug, pharmacogenetic, cytotoxicity
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Introduction

In the female reproductive system, reactive oxygen species (ROS) and
antioxidants play a physiological role in folliculogenesis, oocyte maturation,
luteal regression, and fertilization (1). However, an increase in ROS production
leads to oxidative stress, which has been associated with reduced oocyte
fertilization (2,3), and aberrant embryonic development, which leads to early
embryo death (4,5). Recently, studies performed by Aurrekoetxea et al. (6) have
also suggested that oxidative stress affects the success of in vitro fertilization
therapy (IVF).

These adverse effects may be caused by a chronic ROS imbalance
resulting from environmental and/or genetic alterations in antioxidant enzyme
activity. This is the case with superoxide dismutase enzymes (SODs), which
play a crucial role in the protection against ROS-induced mitochondrial damage
(7). SODs degrade the superoxide anion (O2) in hydrogen peroxide (H2O,),
which in turn is degraded by other enzymes in water. There are three SOD
intracellular isoforms: the Manganese-SOD (SOD2 or MnSQOD), which is the
mitochondrial isoform, and two Copper/Zinc-SOD isoforms (SOD1 and SOD3),
which are the cytoplasmic and extracellular isoforms, respectively (8).

Previous studies have demonstrated that SOD enzyme activity could be
associated with oocyte quality and may influence the success of assisted
reproductive techniques (ART) (9,10). This hypothesis was recently supported
by a genetic study performed by Ruiz-Sans et al. (11). In the Ruiz-Sans study,

the SOD2 polymorphism that was analyzed was characterized by a valine-to-
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alanine substitution (rs4880), at amino acid position 16 (Alai6éVal), which
results in three different genotypes: AA, VV, and AV the Ala-MnSOD precursor
generated 30-40% more of the active, processed MnSOD homotetramer, than
did the Val-MnSOD precursor. In this case, the Ala-MnSOD/MTS allows for
efficient MnSOD import into the mitochondrial matrix, while the Val variant
causes partial arrest of the precursor within the inner membrane and decreased
formation of the active MnSOD homotetramer in the mitochondrial matrix
(12,13). In the Ruiz-Sans study (11), the authors found that the AA-SOD2
genotype was a significant independent predictor of the likelihood of successful
IVF pregnancy .

These results raised questions about the potential pharmacogenetic
influence of the AlaiéVal SOD2 polymorphism on the activity of target
molecules used to induce ovulation or to perform ovarian reserve tests, such as
clomiphene citrate (CC). CC is a non-steroidal selective estrogen receptor
modulator (SERM) used to induce ovulation in polycystic ovary syndrome and
to perform ovarian reserve tests in ART (14,15).

However, despite the use of CC since its introduction in 1956 and the
data from studies suggesting that other SERMS, such as tamoxifen and
ramoxifen, have antioxidant effects (16,17,18), studies investigating the
influence of CC on oxidative metabolism are just emerging.

Therefore, we evaluated the potential antioxidant capacity and the in vitro
effect of CC on specific parameters of oxidative metabolism (blood ROS
production and peripheral mononuclear blood cell (PBMC) culture viability).

Additionally, we evaluated whether these results could be directly influenced by
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the Alai6Val SOD2 polymorphism. We choose this experimental model
because the blood samples were easy to obtain from donors with different
SOD2 genotypes and because PBMCs express the estrogen receptor alpha
(ESR1) and beta (ESR2) proteins (19) and, therefore, are potentially responsive

to CC activity.

Materials and Methods

Materials
All of the chemicals used for the biochemical and molecular analyses
were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA), Invitrogen (USA) and

Cultilab Co. (Sao Paulo, Brazil).

CC treatments

To test the potential in vitro effects of CC on oxidative metabolism and
lymphocyte proliferation, we used four different concentrations of CC (1 uM, 5
UM, 10 uM and 20 uM), as described in a previous study by Kurosawa et al.
(20). CC was initially dissolved in 70% alcohol and then further dissolved in
buffer or cell culture medium according the experimental protocol. All

experiments were performed at least in triplicate.
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Antioxidant capacity: Radical-scavenging activity - DPPH assay

The antioxidant capacity of CC at different concentrations was evaluated
by monitoring its ability to quench the stable free radical DPPH (21). Ascorbic
acid was used as a control antioxidant molecule at the same concentrations of
CC. The scavenging ability of DPPH was expressed as a percentage of DPPH

inhibition.

Subjects and Ala16Val SOD2 polymorphism analysis

To test the effect of CC on ROS production and cell viability, we used
total blood and PBMC samples collected from women with different Ala16Val
SOD2 genotypes. In a previous genetic study of the AlaitéVal SOD2
polymorphism (22,23,24) involving a population living in the southern region of
Brazil, we selected 58 young, healthy females (26.4+7.3 years old, menarche=
12.37+3.48 years old). Blood samples were collected from this group, and the
Alai6Val gene polymorphism was assessed by Polymerase Chain Reaction
and Restriction Fragment Length Polymorphism methods. The SOD2 genotype
frequencies were the following: AA= 25.9%, VV= 27.6% and AV= 46.6%. The
calculation of possible deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium, which
was used to assess the c2 goodness-of-fit, showed that the samples were in
genetic equilibrium. From these patient samples, we excluded patients who

were smokers, obese, using chronic medication, using vitamin supplements or
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taking hormonal contraceptives. Patients included in the study had no
cardiovascular medical history, no hypertensive disorder, and no metabolic
diseases or other morbidity that could affect the results. The research study
described here is associated with the research project that was approved by the
Ethics Committee of the Universidade Federal de Santa Maria. All blood cell
donors signed a consent form.

Because a previous study performed by Montano et al. showed a
association between the Alai6Val polymorphism and dietary behavior, we
selected volunteers with similar lifestyle behaviors regarding diet and physical
activity to avoid possible environmental interferences. Additionally, we asked
volunteers to avoid consuming antioxidant-containing food 24 hours before
blood collection. The foods that were not consumed by the volunteers included
salads, fruits and juices (natural or manufactured). Three subjects of each
genotype, who were considered to have the ideal profile, were selected as
blood donors for the biological assays that were performed in the study.

The blood samples were collected by venipuncture using top tubes with
heparin (5 ml), which were centrifuged within 1 h of collection for 15 min at 2500

g. These samples were also used in the other experiments described below.

The effect of CC on Radical Oxidative Species (ROS) plasma production

measured using DCFH-DA oxidation

The total blood samples were suspended in 5.0 mM PBS both with and

without CC for 60 minutes in a 1 x 10° cells concentration. Intracellular ROS
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production was detected in human leukocytes using the non-fluorescent cell
permeating compound 2'-7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). DCFH-
DA is hydrolyzed by intracellular esterases to DCFH, which is trapped within the
cell. This non-fluorescent molecule is then oxidized to fluorescent
dichlorofluorescein (DCF) by cellular oxidants. After CC exposure, the cells
were treated with DCFH-DA (10 uM) for 60 min at 37 °C. The fluorescence was
measured at an excitation of 485 nm and an emission of 520 nm. The
calibration curve was performed with standard DCF (0—1 mM), and the level of

ROS production was calculated as nmol DCF formed/mg protein (25).

Cytotoxicity of Ala16Val SOD2 Peripheral Blood Mononuclear Cells

(PBMCs) after CC treatment

The effect of CC on PBMC viability was measured using a protocol
similar to the PBMC culture assay described previously by Montagner et al.
(26). Briefly, the blood samples were collected and centrifuged, and then the
cells were transferred to culture media containing 5 ml RPMI 1640 with 10%
fetal calf serum (FCS) and 1% penicillin/streptomycin. The cells were cultured in
a 96-well plate at a density of 1 x 10° cells in 100 pl of culture medium for 72
hours at 37 °C in a humidified 5% CO2 atmosphere. The cells were counted,
centrifuged and transferred to a new culture media containing CC. The PBMCs
(1 x 107 cell) were treated with CC for 24 h; each treatment concentration was

performed in triplicate. After this period, PBMC viability was assessed using an
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MTT (3-[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolic bromide) reduction assay

(27).

Statistics

All analyses were carried out using the Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). The mean values were
compared among different CC concentrations, using ascorbic acid as an
antioxidant control compound, were determined using the One-way analysis of
variance followed by a post hoc Tukey’s test. The cytotoxicity effect of CC on
PBMCs from different Alat6Val SOD2 donor samples was compared using the
Two-way analysis of variance followed by a post hoc Tukey’s test. All p values
were two-tailed. The alpha value was set to < 0.05 to determine statistical

relevance.

Results

Before evaluating the in vitro effect of CC treatment on blood and PBMCs
with different Alat6Val SOD2 genotypes, we analyzed the antioxidant capacity
of CC using a DPPH assay. The antioxidant capacity of CC was compared with
that of the antioxidant molecule, ascorbic acid, at the same concentrations;
these results are presented in Figure 1. According to our results, the CC
treatment caused some antioxidant effects. However, its antioxidant capacity

was 24.5% of that of ascorbic acid (20 uM).
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Figure 1 Percentage inhibition of DPPH by the different Clomiphene Citrate
(CC1=1 uM, CC2= 5 uM, CC3= 10 uM, CC4=20 pM ) concentrations and
ascorbic acid (AA1= 1uM, AA2= 5 M, AA3= 10 pM, AA4= 20 pM). Different
letters indicated statistical differences compared by Anova One-Way followed
by Tukey test.

The CC treatments on in vitro biological samples showed antioxidant
effects on the blood total ROS production when compared with the control
group without treatment (Table 1). However, the effect was not dose-dependent
because a U curve was observed when analyzing the effect of the CC

concentrations. The higher antioxidant effect was observed with 5 uM CC, while

treatment with 20 uM CC showed similar ROS production to that of the control

group.
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Table 1 Comparison among different Citrate Clomiphene concentrations of
reactive oxidative species (ROS) production by blood total evaluated by
fluorimetric DCFH-DA assay

Treatments MediantSD

fluorescence ratio

Control 86.33+11.52°
CC1uM 68.27+10.51°
CC 5 uM 56.40+18.93°
CC 10 uM 63.28+21.06°
CC 20 pM 74.50+20.49%°

Different letters indicated statistical differences compared
by Anova One-Way followed by Tukey test.

Additionally, we noticed a variation in ROS production in response to CC
treatment when we considered the Alai6Val polymorphism genotypes (Figure
2). The AA genotype was more responsive to CC treatments at 1 uM, 5 uM and
10 uM, as displayed by the significant decreased in ROS production that was
observed when compared with the control group. However, the blood from VV
patients displayed an antioxidant effect on ROS production exclusively at the 1
UM CC concentration. Heterozygous (AV) samples did not show any antioxidant

effects following CC treatment when compared with the untreated group.
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Figure 2 Inhibition of blood total oxidative metabolism by different
concentrations of citrate clomiphene (CC). The inhibition is presented in
percentage of controls with no CC (CC1=1 uM, CC2= 5 uM, CC3= 10 uM,
CC4=20 uM) to each Alai6ValGenotypes. Different letters indicated statistical
differences among CC treatments in each genotype group.

A third experiment was performed to assess the effect of CC on PBMC
cytotoxicity. In general, CC treatments at concentrations of 10 uM and 20 uM
caused an increase in the mitochondrial function, which indicated a positive
influence on cell viability by CC. However, these results were also Alai6Val-

SOD2-dependent (Table 2).



56

Table 2 Comparison of cytotoxicity (MTT assay) among PBMC cells with
different Alai6Val SOD2 genotypes treated with different Citrate Clomiphene

concentrations.

Treatments Genotypes
AA vV AV

Mean+SD* Mean+SD Mean+SD
Control 0.22+0.042 0.19+0.03? 0.12+0.02°
CC1uM 0.19+0.05? 0.20+0.012° 0.11%0.02?
CC5uM 0.27+0.012 0.31+0.06° 0.18+0.042
CC 10 uM 0.51+0.07° 0.31+0.14° 0.48+0.12°
CC 20 pM 0.60+0.02° 0.1620.012 0.74+0.03°

Different letters indicated statistical differences compared by Anova One-Way followed by
Tukey test. * MTT formazan/ug cell protein

The AA and AV PBMC samples showed an increase in viability with the
10 uM and 20 uM CC treatments when compared with control groups and the
treatments with low CC concentrations. In these cells, the 20-uM CC treatment
showed higher viability than other treatments. However, these results were not
observed in VV-PBMC samples. In this genotype group, only the 5 pM and 10

UM CC concentrations had an effect on cell viability.

DISCUSSION

In this work, we observed that CC displays an antioxidant capacity and
an effect on oxidative metabolism as evaluated by ROS production.

Additionally, we observed that CC treatments at some concentrations
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(predominantly 5 uM and 10 uM) led to increased PBMC viability. However,
perhaps the most important finding in this study was the potential
pharmacogenetic effect of the Ala16Val SOD2 polymorphism on the variables
analyzed here. Although this study involved in vitro experiments and was limited
to a few samples with different Ala16Val SOD2 genotypes, these results are
interesting and should be investigated further.

For the past four decades, clomiphene citrate (CC), a SERM drug, has
been used as the primary treatment for infertility by the World Health
Organization for group Il anovulatory patients (19). In some cases, SERMs may
antagonize the effects of estrogen by preventing estrogen molecules from
binding to receptor sites, while in other cases, these drugs exert estrogenic
activity by mimicking estrogen. Additional investigations showed that SERMS,
such as tamoxifen and raloxifen, which are used in breast cancer and
osteoporosis treatments, also exert antioxidant effects and, therefore, have
positive biological effects on cardiovascular and neural physiology
(14,16,28,29,30,31,32,33). However, to the best of our knowledge, previous
studies of the antioxidant effects of CC were mostly preliminary, and the results
described here suggest that this SERM also exerts antioxidant effects.

However, these effects are influenced by the presence of the Alai6Val
SOD2 polymorphism. These data are interesting because another independent
research group recently described the association of this polymorphism with the
success of IVF (11). The authors studied 148 infertile women and found that the

AA females showed a higher pregnancy rate with IVF. Based on these results,
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the authors suggested that antioxidant defense, particularly in the mitochondria,
could to contribute to conception IVF success.

If SOD2 is indeed a key molecule involved in the female reproductive
metabolism, we could speculate that alterations in SOD2 activity caused by the
Alat6Val polymorphism could result in differential responses to drugs such as
CC. However, whether its activity could have a pharmacogenetic effect on
patients with CC resistance during the induction of ovulation or whether it
causes side effects is unknown.

In reproductive clinics, CC is commonly used to induce ovulation,
especially in patients with polycystic ovary syndrome (PCOS), although
controversies regarding its treatment do exist (34,35). Additionally, CC is used
to evaluate the ovarian reserve (Navot test) in infertle women. However, two
main complications may occur during treatment. The patients may be CC
resistant; either ovulation is not triggered by the drug, or ovulation is induced,
but the pregnancy still fails (23). The causes associated with CC resistance
remain unclear and are currently being investigated.

In the latter complication, although ovulation is restored in approximately
70% of women treated with CC, fewer than half become pregnant (36). The
reason that the pregnancies fail despite the increase in the ovulation induced by
CC is not well understood. One cause of pregnancy failure is the estrogen
antagonist effects of CC in the cervical mucosa and endometrial tissue.

Therefore, considering the results described by Ruiz-Sanz et al. (11) and
the observations reported in this study, we cannot ignore the possible role of

oxidative stress in these two scenarios (CC resistance and pregnancy failure).
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Although our data were obtained from young healthy women without a history of
infertility, it is important to point out that the previous studies performed by our
research team described a link between the lower SOD2 activity associated
with the V allele and obesity, hypercholesterolemia and higher oxidative stress
biomarkers (24,26). As PCOS is closely associated with obesity and other
metabolic disorders, these results indicate the potential effect of Alai6Val
SOD2 polymorphism in PCOS. However, at the moment, we are unable to
locate association studies between PCOS and the AlaiéVal SOD2
polymorphism in the literature. The absence of clinical data could be considered
the main methodological limitation of our study. However, we believed that it
was important to perform the initial in vitro analysis described here, which
contributes to the evaluation of the impact of the SOD2 polymorphism on the
treatment of women with CC in a clinical setting. Complementary investigations
must be performed that consider the potential association between the Ala16Val
SOD2 polymorphism and PCOS, the oxidative status of infertile women before
and during CC treatment and the potential pharmacogenetic influence of the
Ala16Val SOD2 polymorphism.

However, despite these limitations, the results described here shed light
on several complementary studies that could help to understand the
mechanisms involved in female infertility and may assist with the development

of personalized treatments.
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