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RESUMO

A faéncia ovariana prematura (FOP) é uma desordem com
repercussdes importantes para a vida da mulher, tanto no que concerne ao fim da
capacidade reprodutiva, quanto ao déficit hormonal estrogénico. As causas de FOP
sdo bastante variadas e incluem alteragdes infecciosas, imunolégicas, iatrogénicas e
genéticas. Devido aos avancos nas Ultimas décadas na area de biologia molecular,
muitas alteraches genéticas até entdo desconhecidas tém sido identificadas como
possiveis causas de FOP. Dentre estas estéo, por exemplo, as ateragdes ou mutagdes
nos receptores das gonadotrofinas, FSH e LH, essenciais para o funcionamento
ovariano. Em alguns casos a FOP de causa genética pode estar relacionada a alguma
sindrome como a de Turner e a da Blefarofimose-Ptose-Epicanto Inverso (BPES). A
BPES é uma sindrome rara, com padrdo de heranca autossdmica dominante, mas
pode se apresentar como casos esporadicos. Tem como principais caracteristicas
certas malformagdes palpebrais, podendo ou ndo estar associada a infertilidade e a
FOP. Recentemente, identificou-se que o gene FOXL2 € responsdvel por esta
sindrome. O gene FOXL2 codifica uma proteina que funciona como fator de
transcricdo da classe forkhead/winged helix e, quando alterado, pode produzir
proteinas truncadas (BPES tipo-1) ou proteinas alongadas (BPES tipo-Il). O
diagnéstico da sindrome da Blefarofimose é eminentemente clinico, entretanto
procedimentos diagndsticos realizados através de técnicas de biologia molecular
podem contribuir para um diagnéstico mais preciso. A pesquisa de mutacées no gene

FOXL2 de individuos afetados pela doenga pode contribuir para uma avaiagdo do



Xiii

progndstico dos pacientes, bem como permitir aconselhamento genético. O presente
estudo teve por objetivo pesquisar o tipo de mutacdo presente em uma mulher com
sinais clinicos da BPES, bem como avaiar se o caso foi uma mutagdo nova ou
transmitida de forma hereditaria. Foram estudados a mulher portadora de BPES e
seus progenitores. Através da utilizacdo de técnicas de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento direto foi
identificada uma mutacdo nova (esporadica), tipo delecdo, de um Unico nucleotideo
(timidina - base 792 do gene) no gene FOXL2 da referida paciente. A mutacéo
descoberta determina a producdo de uma proteina truncada, com eliminagdo da
sequiéncia poli-Alanina e com um codon de terminagdo prematura, levando a
ocorréncia do fendtipo em questéo.

Palavras chave: Faléncia ovariana prematura, BPES, FOXL2, mutag&o.



Xiv

KUY {Formatado: Inglés (EUA)

for the ovarian function. In some cases the genetic cause of POF can be related to
some syndrome like Turner's Syndrome and the Blepharophi mosis-Ptosis-Epicanthus
dominant autossomic inheritance, but it can be presented as new mutation in the
family. It has as main characteristics some eyelid malformations associated or not to
the BPES syndrome. The FOXL2 codifies a protein that functions as transcription

factor, the forkhead/winged helix class of proteins, and when modified it can produce
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truncated proteins (BPES type 1) or elongated proteins (BPES type I1). The diagnosis

of the BPES is basically clinic, however diagnostic tests carried through techniques of
molecular biology can contribute for a more accurate diagnosis. The research of
mutations in gene FOXL 2 of the affected individuals can contribute for an evaluation

study it had for objective to search the type of mutation present in a patient with
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1. INTRODUCAO

A faéncia ovariana prematura (FOP) ou menopausa precoce é uma
condic¢do definida como a “interrupc¢do” da funcdo ovariana em mulheres com idade <
40 anos (JAFFE, 1990). Esta desordem é caracterizada por amenorréia (auséncia de
menstruagdo) primaria ou secundaria, deficiéncia de hormbnios esterdides sexuais,

principalmente de estrogénio, e niveis elevados de gonadotrofinas (COULAM, 1982).

Torgerson et al.,1997 reportaram em um estudo entre 1081 mulheres,
que 88% delas apresentam menopausa apos os 45 anos, 9,7% antes dos 45 anos, e,
somente 1,9%, abaixo dos 40 anos de idade (TORGERSON et al., 1997). A
prevaléncia de FOP é estimada em 1%, sendo que seu aparecimento antes dos 30 anos
ocorre em 0,1% da populagéo feminina (COULAM et al., 1986). Entre mulheres com
amenorréia a prevaéncia de FOP é mais elevada, variando de 4% a 28% dependendo

do tipo de amenorréia (COULAM et al., 1986; ANASTI, 1998).

A perda precoce da funcéo ovariana pode levar a diversas implicactes
na salide da mulher. Sequielas psicoldgicas provocadas pela auséncia de menstruacao,
pelo estigma de menopausa precoce, aém da propria infertilidade, podem estar
presentes. Outras ateracbes importantes como disfuncBes sexuais, alteractes
teciduais (ressecamento vagina), aumento no risco de osteoporose e de doengas
cardiovasculares também estdo relacionadas a faléncia ovariana precoce (TAYLOR,

2001).

As causas de FOP sdo bastante varidvels, e uma ampla gama de

mecanisSmos etiopatogénicos podem estar envolvidos no seu desenvolvimento. Estes

Formatado: Fred_texto,
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mecanismos incluem alteracGes imunol gicas (doenca de Addison, hipotireoidismo),
infecciosas (caxumba, varicela), cromossdmicas (Sindrome de Turner), génicas
(mutacBes nos receptores de FSH e LH), metabdlicas (Galactosemia) e iatrogénicas
(cirurgias pélvicas, radioterapia e quimioterapia) como as principais causas de FOP
(GOSWAMI & CONWAY, 2005). Apesar disto, grande parte dos casos permanece

sem diagnéstico etioldgico estabelecido (VEGETTI et al., 2000).

O mecanismo fisiopatologico que leva a FOP tem por base dois tipos
de alteracdo, a deplecédo total dos foliculos ovarianos (deficiéncia inicial de foliculos
ou atresia folicular acelerada) e a disfuncgdo folicular (nimero normal de foliculos no

ovério) (ANASTI, 1998; LAML et al., 2002).

O desenvolvimento e aprimoramento das técnicas de biologia
molecular nas Ultimas décadas tém permitido, cada vez mais, que certos casos de FOP
com causa originalmente incerta possam ter o diagndstico genético esclarecido.
Dentre as causas genéticas de FOP destacam-se as alteragdes no cromossomo X tais
como a Sindrome de Turner (45,X), a Sindrome do X Frégil e delegdes ou
translocacbes de aguns locos deste cromossomo. Entretanto, anormalidades em
Cromossomos autossdmicos tém sido identificadas em mulheres com FOP (LAML et

al., 2002).

Os principais distirbios autossdmicos associados a FOP sdo
decorrentes de mutacfes nos seguintes genes. do receptor de FSH, do receptor do LH,
do regulador autoimune (autoimune regulator — AIRE), da Galactose-1-fosfato uridyl
transferase (GALT), da proteina ligadora do nuclectideo guanina com atividade

polipeptideo 1 a-estimuladora (guanine nucleotide-binding protein, a-stimulating



activity polypeptide 1 - GANS), da enzima P450c17, da enzima P450 aromatase, da
BPES e do gene da fosfomanomutase (PMM) (LAML et al., 2002; NELSON &

BAKALQV, 2003; LEUNG & ADASHI, 2003; GOSWAMI & CONWAY, 2005).

Algumas das mutacOes génicas relatadas podem estar associadas a
quadros sindrémicos como é o caso da mutagdo no gene da fosfomanomutase que
leva a Sindrome de Jaeken (ou glicoproteina carboidrato deficiente tipo 1 — CDGL), e
da mutacdo no gene FOXL2 responsavel pela Sindrome da Blefarofimose-Ptose-
Epicanto inverso (BPES) tipo-l etipo-11 (LAML et al., 2002). Nestes casos, a FOP é
mais uma alteracdo clinica que, acrescida as outras, vao caracterizar uma determinada

sindrome.

A BPES é uma doenca de carédter autossdmico dominante, determinada
principalmente pela presenca de maformacfes palpebrais do tipo blefarofimose,
ptose e epicanto inverso. Dois tipos de BPES sdo descritos, a BPES tipo-I, onde
alteracOes palpebrais estdo associadas a FOP, e a BPES tipo-11, em que a alteracéo
ovariana esta ausente. Na BPES tipo-I, as mulheres afetadas sdo inférteis, portanto
incapazes de transmitir a doenca, entretanto os homens afetados continuam férteis e
capazes de transmitir hereditariamente esta ateragdo. Na BPES tipo-Il, a FOP ndo

esta presente, portanto mulheres afetadas ndo se tornam inférteis (CRISPONI et al.,

2001), A BPES ocorre devido a mutagdo no gene FOXL2, localizado no =~

cromossomo 3, responsavel pela producdo de uma proteina fundamental no
desenvolvimento tanto do ovério quanto da pépebra. Estudos demonstram que a
producéo de uma proteina truncada leva a BPES tipo-I e a producdo de uma proteina
alongada origina a BPES tipo-11 (CRISPONI et al., 2001; DE BAERE et al., 2001,

BEY SEN et al., 2005).
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A transmissdo hereditaria da BPES obedece a um padrdo de doenca
autossbmica dominante, e, em mais de 50% dos casos, a alteracéo decorre de uma
mutagdo nova, portanto ausente nos progenitores do individuo afetado. Mais de 125
mutagdes no gene FOXL2 j& foram descritas em individuos com BPES tipo-I ou tipo-

Il (BEYSEN & DE BAERE, 2006).

Desta forma, a confirmagdo diagndstica de uma alteragdo genética, em
individuo com quadro clinico da BPES é de suma importancia. A caracterizagdo do
tipo de mutagdo, bem como do cardter heredité&rio ou ndo da mesma, permite uma
melhor avaliagdo do prognéstico reprodutivo do individuo e também um

aconsel hamento genético mais preciso.



2. OBJETIVOS

Objetivo geral
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com diagndstico clinico de Sindrome da Blefarofimose Ptose Epicanto Inverso. 1.69 cm

Diagnosticar a presenca de mutagdes no gene FOXL2 em uma mulher”

Obj etivos especificos

Identificar o tipo de mutagdo presente no gene FOXL2 em uma mulher
com diagnéstico clinico de BPES.

Fazer o diagndstico genético parental com a finalidade de verificar sea

mutagdo no caso indice constitui uma mutagdo nova ou herdada.



3. REVISAO DA LITERATURA

Infertilidade é definida como a incapacidade que um casal, com
atividade sexual regular e sem o uso de métodos contraceptivos, tem de conceber
ap6s um periodo de 12 meses (THONNEAU et al., 1991) ou 24 meses (THE ESHRE
CAPRI GROUP, 2001). Atinge aproximadamente 15% dos casais em idade
reprodutiva e que desgjam ter filhos. As causas da infertilidade podem ser de origem
feminina, masculina ou mista, neste caso, quando estdo presentes em ambos 0s
parceiros (THONNEAU et al., 1991). Vé&rias sdo as causas de infertilidade, definidas
mais comumente como fatores, sendo os mais freqlentes: o fator tubdrio, a
endometriose, o fator uterino, o fator ovulatério, e o fator masculino. Em cerca de 8%
a 15% dos casos ndo se consegue definir a causa da infertilidade, sendo, estes casos
classificados como infertilidade sem causa aparente (ISCA) ou inexplicada

(THONNEAU et al., 1991; CROSIGNANI et al., 1993).

Dentre as causas de infertilidade de origem feminina o fator ovulatério
€ 0 que apresenta maior prevaléncia, podendo estar presente em 25% a 27% dos casos
(WHO, 1992; COLLINS, 1995). Estas desordens ovulatérias levam a um quadro de
anovulagcd ou oligoovulagdo que se caracterizam por irregularidade menstrual,
amenorréia ou oligomenorréia (BARBIERI, 2004). A amenorréia que é definida
como auséncia de menstruagdo, podendo ser dividida em amenorréia primaria e
secundéria. Amenorréia priméria constitui a auséncia de menstruagdo em meninas
com 14 anos ou mais sem sinais de desenvolvimento sexual secundario (mamas,

pélos pubianos e axilares) ou ainda meninas com 16 anos ou mais, Mesmo ha



presenca de caracteristicas sexuais secundarias. JA a amenorréia secund&ria é a
auséncia de menstruagdo por periodo que compreende pelo menos trés intervalos dos
ciclos menstruais prévios ou noventa dias consecutivos (BUSSO et al., 1999;

SPEROFF & FRITZ, 2005, p. 401).

Véias doencas distintas estdo relacionadas a infertilidade ¢ a -

anovulagdo, podendo ser separadas em grupos dependendo das concentragdes séricas
de estrogénio e das gonadotrofinas, horménio do foliculo estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH). De acordo com a classificacdo proposta pela

Organizagdo Mundia de Salde (OMS), os casos de disfungBes ovulatérias sio

divididos em trés grupos, sendo;, Grupo | — Hipogonadismo Hipogonadotréfico,

Grupo Il — Anovulagdo Normogonadotréfica e Grupo Ill — Hipogonadismo
Hipergonadotréfico (WHO, 1976). O hipogonadismo hipogonadotrofico é uma
entidade clinica caracterizada por disfungdo ovariana com produgdo minima de
estradiol, em decorréncia da auséncia ou baixa producdo de gonadotrofinas devido a
disfuncéo do sistema nervoso central (SNC), hipotdlamo ou hipéfise. Em geral é de
causa idiopética, mas pode ser provocada por lesdes estruturais (traumas, tumores ou
lesBes infiltrativas), ateracbes genéticas ou ateragdes funcionais (anorexia nervosa,
bulimia, desnutri¢do e estresse). Os casos de anovulagdo normogonadotréfica sdo em
sua grande maioria representados pela anovulagdo crénica decorrente da Sindrome
hipogonadismo hipergonadotréfico sdo extremamente varidveis. Mulheres com
persisténcia do quadro clinico e laboratoria sdo identificadas como portadoras de
faléncia ovariana. A faléncia ovariana habitualmente ocorre apos 40 anos de idade,

guando a fungdo ovariana declina juntamente com o periodo reprodutivo da mulher,
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definido como uma alteracdo conhecida como faléncia ovariana prematura (FOP)

(BARBIERI, 2004).

3.1. O Ovério Humano

3.1.1 Anatomiado ovério

O ov&io humano é um 6rgdo intra-abdominal, em nimero de dois,
com formato alongado, que mede entre 25 a 50 mm de comprimento; 7 a 16 mm de
largura e 10 a 30 mm de espessura, com volume habitual entre 2,0 e 9,0 cm® que varia
de acordo com seu estado de atividade ou supressdo, como com O uso de
contraceptivo hormonal ora (PONTE, 1993; DE LANCEY, 1997). Locdiza-se
posteriormente ao ligamento largo, lateralmente ao Utero e inferiormente a trompa de
falépio. A extremidade lateral do ovario estd fixada a parede pélvica através do
ligamento infundibulo-pélvico, também conhecido como ligamento suspensor do
ové&rio, pelo qual chegam e saem do ové&rio a artéria e veia ovarianas. Mediamente o
ovario se liga ao Utero pelo ligamento uterovariano, localizado pdstero-inferiormente
maior por¢do como superficie livre, embora apresentando uma fixagdo infero-
posterior ao ligamento largo através do mesovéario (PONTE, 1993; DE LANCEY,

1997).

O ovério adulto, maduro, consiste de trés por¢des ou zonas maiores. a

porcdo externa ou cortex, a por¢do central ou medula e o hilo ovariano. O cOrtex
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ovariano € recoberto por uma unica camada de células cubdides, especializada,
denominada epitélio de superficie ovariano ou mesotélio ovariano. A porgdo externa
do cortex consiste de uma camada de tecido conectivo denominada tunica albuginea.
A parte interna do cortex compreende 0s 00citos organizados em estruturas chamadas
foliculos ovarianos entremeados por tecido estromal (LEUNG & ADASHI, 2003;
SPEROFF & FRITZ, 2005, p. 97). Os foliculos ovarianos em repouso situam-se em
area pouco vascularizada préximos a tdnica abuginea, enquanto os foliculos em
crescimento, os atrésicos e o corpo |Uteo em involugdo ao contrario, localizam-se na
porcgdo cortical proxima a medula, regido que é altamente vascularizada. O estroma
ovariano é composto por tecido conectivo e células intersticiais, que sdo derivadas
das células mesenquimais e tém capacidade de responder ao LH e ao horménio
gonadotrofina coridnica (HCG) com a producdo de andrégenos (SPEROFF & FRITZ,

2005, p. 97).

A medula do ovario é derivada em grande parte das células
mesonéfricas e contém tecido conectivo de densidade varidvel que compreende
células estromaiss, vasos sangliineos, linféticos e remanescentes embriol 6gicos como a
rete ovarii, um condensado de tlbulos e cdulas de Leydig no hilo ovariano. O hilo é
0 ponto de ligacdo do ové&rio com 0 mesovario e contém vasos, nervos e células do

hilo, que tém potencial de se tornarem ativas na esteroidogénese e de formar tumores

[ Formatado: Portugués (Brasil) ]




10

Tunics Granulasa - Sacondary Masowarium and
albuginea Oceyte [ cells follicle blood vessels
. Cortex
Degenerating ey
corpus Liteum folicles
{corpus albicans)
p Vesicular (Graafian)

a} o
Germinal i (i St

H . @ follicle
epithelium b AT

Primordial — ! i
follicles i e Antrum
-
; Al Qocyle
= -~ »e _
3 P ¥
@ R R
-y 1:'_\ T £ Zona
MY R L pellucida
Cvarian ¥ = o
ligament 'l: i X P
Corpus ———tre i e g B N
luleum M - [ B 0O
e b T &
P o s s i =— Ovulatec
o socyle
{ Coarona
! . radiata
Medulla Ceve oping
corpus luteum

Figura 1. Anatomiainterna do ovario humano. Mostra o epitélio germinativo externamente, a

regido de cortex e medula do ovario com seus componentes. Disponivel em
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Figura 2.Seccdo de ovario humano em desenvolvimento. Embrido humano de 9/10 semanas
de idade. Area cortical (rosa) e medular (azul) se tornaram aparentes. Em amarelo epitélio de
superficie ovariano. Escaneado por microscopia eletronica, magnificagdo origina
x85.(MOTTA et al., 1997).
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3.1.2 Desenvolvimento ovariano

O desenvolvimento gonadal em embrides humanos inicia-se durante a
quinta semana de gestacdo, com a formagdo de protuberéncias sobrejacentes aos
ductos mesonéfricos denominadas cristas gonadais. As células germinativas
primordiais originam-se do ectoderma primitivo, e a partir da terceira semana de
desenvolvimento embrionario sdo identificadas no endoderma da parede posterior do
saco vitelinico, préximo ao aantdide. Entre a quarta e sexta semanas de gestacéo
estas migram para o epitdio celémico das cristas gonadais. Este processo de
migracdo ocorre por deslocamento devido ao crescimento embriondrio e também
através de movimentos amebdides ativos das préprias células germinativas (MOTTA
fatores que orientam este processo de migracdo ainda sdo desconhecidos, entretanto

sabe-se que ha participagdo direta de peptideos quimiotaticos e adesivos, bem como

A crista gonadal € o Unico sitio onde as células germinativas podem

2005, p. 97). Apesar das células germinativas ndo serem responsaveis pelainducéo do
desenvolvimento gonadal, caso ndo ocorra a migracdo e a chegada das mesmas a
crista gonadal, as gonadas ndo se desenvolverdo e apenas um trago fibroso
caracteristico da agenesia gonadal vai existir (MOTTA et al., 1997; LEUNGH &

além das células germinativas primitivas, a gbnada € composta por células somaticas
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derivadas de pelo menos trés diferentes tecidos: o epitélio celémico, 0 mesénquima e

Até a sexta semana de gestacdo a gbnada permanece indiferenciada,
portanto gbnadas 46,XX ou 46,XY sdo indistinguiveis, mas bi-potenciais, possuindo
ambas as &reas cortical e medular, com capacidade de se diferenciar tanto em ovéario
guanto em testiculo. A partir da sexta até a nona semana de gestagdo, em embrides do
sexo masculino 46,XY, a gonada se desenvolve para a formagdo de testiculo. Caso
contrario, em embrides do sexo feminino, 46,XX, a gbnada se diferencia em ovario
em periodo um pouco mais tardio do desenvolvimento embrionério, a partir de nove
semanas de gestacdo. A presenca do cromossomo Y determina a diferenciagdo da

gbnada em testiculo (MOTTA et al., 1997; LEUNGH & ADASHI, 2003; SPEROFF
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Estudos realizados nos Ultimos quinze anos demonstraram a presenca

de uma regido ou de um gene no brago curto do cromossomo Y, chamado Sex
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Determining Region Y (SRY), como sendo 0 Unico gene necessario para a
determinacdo sexual (BERTA et al., 1990; SINCLAIR et al., 1990). Trata-se de um
gene de éxon unico, localizado no brago curto do cromossomo Y, com capacidade
para diferenciacéo sexual masculina. O gene SRY codifica para uma proteina de 204
aminoécidos que contém um dominio de 79 aminoacidos com um motivo
compartilhado por uma familia de fatores de transcricdo que se ligam ao DNA e
regulam transcricdo de genes (HARLEY et al., 1992; NASRIN et al., 1991). Este
gene controla diretamente o desenvolvimento masculino através da regulagdo
1990; MOORE et al., 1992; MULLER et al., 1992; HAQQ et al., 1993; HARLEY et

al., 2003).

Os genes SRY -like box (SOX) sdo similares em sequiéncia ao SRY, mas
ndo estéo localizados no cromossomo Y. Em homens, a expressdo do SRY é
acompanhada pela ativacdo do gene SOX9 que continua durante todo o
desenvolvimento testicular. Como conseqiiéncia do aumento na expressao do gene
SRY ha uma diminuicdo da atividade ou inativacdo do gene dosage-sensitive sex
reversal/adrenal hypoplasia critical region X (DAX-1) que funciona como um
inibidor dos genes relacionados ao desenvolvimento testicular. Na auséncia do SRY
h& inativagdo do gene SOX9 devido & maior expressdo do gene DAX-1. As céulas-
alvo das proteinas sintetizadas a partir destes genes séo indiferenciadas, podendo se
transformar tanto em células de Sertoli (presentes no testiculo) como em células da
granulosa, importantes na formag&o e funcionamento do ovéario (HAQQ et al., 1993;
TILMANN & CAPEL, 2002; HARLEY et al., 2003; MEEKS et al., 2003;

SCHMAHL & CAPEL, 2003). No homem a expressdo do gene SOX9 desencadeia a
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ativacdo dos fatores de transcricdo do horménio anti-milleriano (AMH - anti-
millerian hormone), responsavel pela inibicdo do desenvolvimento dos ductos de

Mdller em o6rgdos genitais femininos (SPEROFF & FRITZ, 2005, p. 97).

Quando o cromossomo Y esta ausente, a gbnada indiferenciada se
transforma em ovério. Baseado neste aspecto, por muito tempo se estabeleceu que a
determinac&o sexual ou gonadal femininafosse uma via padrdo (constitutiva) e que se
modificaria apenas com a presenca do cromossomo Y. Entretanto, estudos posteriores
demonstraram uma provave atuacdo de genes especificos, com participacdo direta na

diferenciacdo da gbnada primitiva em ovério (BARDONI et al., 1994; LEUNGH &

braco curto do cromossomo X (Xp21), foi um candidato importante para esta tarefa,
pois se demonstrou que quando duplicado poderia redirecionar embrifes XY para
uma diferenciacdo gonadal feminina (BARDONI et al., 1994). Entretanto,
experimentalmente foi demonstrado que ratos XX sem Ahch (gene homologo ao
DAX-1 humano) inesperadamente mostraram diferenciagdo gonadal ovariana,
contrariando a possibilidade de este gene ser o responsavel pela diferenciacéo

ovarianapriméria (YU et al., 1998).

Existem outros genes envolvidos no desenvolvimento gonadal como o
tumor de Wilms (WT1 - Wilms’ tumor supressor gene) (ACHERMANN et al., 2001;

GURATES et al., 2003; HARLEY et al., 2003; FLEMING & VILAIN, 2004;

auséncia destes genes leva a um desenvolvimento gonadal anormal. O gene S--1

pertence a uma superfamilia de receptores nucleares e atua na regulagdo de
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transcricdo de outros genes juntamente com fatores co-reguladores, como DAX-1,
SOX9 e WT1, no processo de determinagdo sexual masculina e formag&o testicular
“receptores 6rfaos”, visto que ndo foram identificados efetores especificos para estes
receptores. As interacBes destes genes sdo complexas e importantes na transcricdo de

genes envolvidos tanto na determinagdo sexual como no desenvolvimento gonadal e

testiculo, do ovério, dos gonadotréfos hipofisérios e do hipotdamo (PARKER et al.,
2002). No ovério, o SF-1 tem atuagdo na mediacdo da ativacdo de genes nas células
um dos genes no cromossomo 11 deletados em pacientes com tumor de Wilms. Este
gene codifica para um fator de transcricéo tipo dedo de zinco e regula a expresséo de
varios genes envolvidos na proliferacéo e diferenciacéo celular, constituindo-se em
0 desenvolvimento gonadal masculino e interage com o gene SF-1 na regulacdo para
cimado horménio anti-muilleriano, que inibe o desenvolvimento dos ductos de Muller
em 6rgdos do aparelho reprodutivo feminino (PELLETIER et al., 1991;

ACHERMANN et al., 2001; GURATES et al., 2003; HARLEY et al., 2003).

Outro gene envolvido no desenvolvimento gonadal e urogenital é o
Wingless-type MMTV integration site family, member 4 (Wnt-4), um membro da
familia Wingless-type (Wnt) de moléculas de glicoproteinas de sinalizacdo (LEUNG
& ADASHI, 2003; DOMINICE et al., 2004; FLEMING & VILAIN, 2004). Durante

0 desenvolvimento, 0 Wht-4 é expresso nos mesonéfrons e no epitélio celdmico da
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regido onde se formara a gbnada. Estudos com cobaias demonstraram que este gene
participa de forma direta no desenvolvimento ovariano e dos ductos de Mdller
(VAINIO et al., 1999; JORDAN et al., 2001; FLEMING & VILAIN, 2004). Além
destas funcbes parece que o gene Wnt-4 previne ou evita a diferenciacdo das células
de Leydig no ovério e atua de forma semelhante ao DAX-1 como um gene anti-
testiculo (DOMINICE et al., 2004). Estudos mais recentes identificaram, em ratos
com delecéo do gene do receptor estrogénico e do gene da aromatase, que a atividade

estrogénica é necessaria para produzir um ovario normal, com diferenciacéo e

desenvolvimento de células sométicas caracteristicas da gonada feminina (BRITT. &

FINDLAY, 2003).

O modelo proposto na publicacdo de Harley et al., 2003, da atuacdo
dos genes envolvidos no processo de determinagéo e diferenciacdo sexual, deixa bem
claro que existe uma interacéo de diversos genes com produtos que podem atuar
como fatores de transcricdo, como sinalizadores estimulando ou inibindo o
desenvolvimento sexual feminino ou masculino. Mutagdes destes genes podem levar
a anormalidades na formagéo e desenvolvimento gonadal e sexual (HARLEY et al.,
2003). Entretanto, em estudo realizado no Brasil com pacientes 46,XX e 46,XY com
sexo fenotipico contrério ao gonadal, onde foram pesquisados a presenca de mutagdes
nos genes SRY, DAX-1, SF-1 e Wnt4 concluiu-se que estes genes estdo raramente
envolvidos na etiologia do desenvolvimento gonadal masculino em individuos com

reversdo de sexo (DOMINICE et al., 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Modelo proposto para iniciacdo da determinacdo sexua. As posicdes de um
nlmero de genes em que se acredita que mediam eventos chave importantes na determinagao
na diferenciacéo sexua sdo indicadas no esquema. Adaptado (HARLEY et al., 2003).

3.1.3 A Oogénese

Por volta da quinta semana de gestacdo, assim que chegam a crista
gonadal, as células germinativas primitivas ou pré-meiéticas passam a ser referidas
como oogdnias (ADASHI, 1995; ANASTI, 1998). A partir deste momento e durante
as proximas 3 semanas de desenvolvimento embrionario, ocorre uma multiplicacéo
das oogbnias através de divisdo mitética. Por volta da sexta e sétima semana de
gestagcdo, o nimero de células atinge cerca de 10.000 no total. Nesta etapa os

processos de divisdo meidtica e de atresia de células germinativas estdo ausentes e 0
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nimero de células germinativas é determinado unicamente pela intensidade das

divisdes mitéticas (ADASHI, 1995).

O processo de divisies mitdticas intensas persiste até a oitava semana
de gestacdo quando o numero total de oogbnias atinge 600.000. Deste ponto em
diante 0 estoque ou a reserva final de oogbnias passa a ser dependente de trés
processos distintos, porém simultdneos e continuos: as mitoses das oogdnias que
acontecem até 28 semanas de gestacdo, as divisdes meidticas que convertem oogdnias
em odcitos primarios e a atresia das oogdnias que atinge a maxima intensidade por
volta de 20 semanas de gestacdo (ADASHI, 1995; ANASTI, 1998). O efeito final da

interacdo desses trés processos € o pico do nimero total de cogbnias de 6 a 7 milhdes

Entre a oitava e décima terceira semanas de desenvolvimento

LU a Ullava © UCUITTIa LClLClla SEllidics UT UTSCIVUIVITTIC LU - -

partir deste ponto as cogdnias ddo origem aos 00citos primarios que mais tarde serdo
transformados em foliculos primordiais. Ap6s o inicio da divisdo meidtica existe uma
suspengao temporaria do processo de atresia das oogbnias, permitindo que as células

germinativas sejam recobertas por células da granulosa para formar os foliculos
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0ogbnias continuam entéo seu processo de atresia até o sétimo més de gestacdo, ndo

sendo mais encontradas no ovario ao nascimento. Os foliculos primordiais recém-

folicular, fato que ocorrerd durante toda a vida da mulher até que ocorra a exaustéo

dos foliculos ovarianos, com a chegada da menopausa, por volta dos 50 anos de idade

(ADASHI, 1995; ANASTI, 1998; LEUNG & ADASHI, 2003; SPEROFF, 2005). A -

nenhum foliculo primordial € formado. Durante os proximos 35 a 40 anos somente
400 a 500 foliculos (0,007% dos 7 milhdes de foliculos originais) serdo selecionados
para ovular e o restante sofrerd processo de deplecéo continua pela atresia folicular
(ADASHI, 1995; ANASTI, 1998; LEUNG & ADASHI, 2003; GOSWAMI &
contribuem para o raciocinio 16gico de que a vida Gtil do ovario na produgdo de um
gameta € dependente do nimero inicial de foliculos formados durante a vida fetal, e
da taxa de atresia folicular da gbnada. AlteracBes na multiplicagdo das células

germinativas e na taxa de atresia folicular podem resultar em uma faléncia ovariana
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prematura (ADASHI, 1995; ANASTI, 1998; LEUNG & ADASHI, 2003; SPEROFF [ rormarado: porgues (@rasi) |
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Figura 6. Microscopia mostrando membrana granulosa de foliculo em atresia. Em foliculos

atrésicos, as células da granulosa encolhem de tamanho, e o nicleo se torna picnético —

condensado e escurecidos (setes), (i3 EOI00Y WS NS GIRTIITbaEHim. S )



http://www.histology.wisc.edu/histo/uw/htm/tfmbase.htm
http://www.histology.wisc.edu/histo/uw/htm/tfmbase.htm
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3.1.4 Apoptose folicular

indistingliiveis dos que acontecem na apoptose (HUGUES €t al., 1991; TILLY et al.,

1991; ADASHI, 1995, AMSTERDAM et al.,, 1998, ABIR et al., 2003;
AMSTERDAM et al., 2003a; AMSTERDAM et al., 2003b; HUSSEIN, 2005). A
apoptose é um processo de suicidio celular, geneticamente regulado, que reguer uso
de energia e pode ser amplamente observado entre os seres vivos. Trata-se de um
evento morfologicamente distinto do processo de degeneragdo da necrose celular e
permite um descarte seguro das células apds cumprirem sua fungdo biologica. As
caracteristicas ultra-estruturais da apoptose incluem quatro pontos principais:
condensacdo da cromatina nuclear em massas circunscritas, convolugdes do
delineamento celular e nuclear, fragmentacdo da céula, producdo de corpos

apoptéticos no limite da membrana e fagocitose dos corpos apoptéticos por

macrofagos (HUSSEIN, 2005).

Segundo Hussein, a apoptose € importante em muitos aspectos do

funcionamento ovariano. Varias vias moleculares atuam na apoptose, dentre as quais

se destacam as proteinas da familia célula B/Linfoma 2 (Bcl-2 - B cdll/lymphoma-2

Y et Sl hlichagtelat ,

e o fator transformador de crescimento B (TGF-B - Transforming growth factor- B

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, A

separadas em quatro classes: 1 — moléculas envolvidas na sobrevivéncia folicular,
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Neurotropinas (NTS — Neurotrophins), sobrevivina, proteina inibidora da apoptose

ligada a0 X (XIAP - X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein), receptor aryl

Sem Cell Factor), integrina e hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH —

Gonadotropin Releasing Factor); 2 — moléculas envolvidas na atresia folicular,

incluindo FAS (TNF - receptor superfamily, member 6), caspases, TNF, TVB, Par-4

cellular myelocytomatosis oncogene), interferon e endotelinas (ET — endothelins); 3 —

moléculas envolvidas na selecdo/perda folicular, incluindo Bcl-2, Bax (BCL2-

associated X protein), FSH, inibina, FAS ligand (TNF superfamily, member 6) e

caspases e 4 — moléculas envolvidas na luteogénese, incluindo FAS/FAS ligand,

programada ocorre nos foliculos ovarianos através da vida feta e adulta da mulher.

Na vida fetal, a apoptose ocorre nos odécitos, e, na vida adulta, nas células da
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Muolecules Action Mechmnisms of action Referznces

bel-2 Fro-survival Apaf-lfezspasesfBax interactions Van Nassauw af gl (1999)
Bzx Fro-gpoptotic PE3Bal- Y Bal-X/e-Myc interadions Van Nassmuw er al. (1999)
Bk Fro-gpoptotic Bok/cytochrome ¢ interaction Hsu ar al (1997)

Bad Fro-apoptotic Badfupstream survival factons interaction Enipia eral [1997)

bel-x Fro-survival Bal-ZMd- 1/Baxic-Myc interactons Marone o al. (1998)
Mel-1 Fro-survival Bal-ZMd- 1/Baxic-MyeMcl-1 foytochrome = imerations Lo ar al {19999

Bel-XL Frosarvival Bal-ZMd- 1/Baxic-Myc interactons Hussein e all (30032)
Bon Fro-survival Mel-1iApaf-loaspas: 9 intermcton Hussein o al (20032)
Rsk Froeapoptotic R Apal-1 dismphion Hissein & al (H0i13:)

Bik Fro-gpoptotic Boo-Apal-1 disrupticn Hussein o al (20032)
THF-z Fro-apoptotic THNFTNFRLintracellular transducersfczspase Bol-2 interadtions Yoon et all {[999)

TRAIL Fro-survival TRALSMRAIL decoy mecepinrs intemct on Inoue ar al. (2003)

F® and Fasl. Fro-gpoptotic “yateine proteazes/| CEdcaspasesgonadotrophin interactions Hu eral. [2001)

TVB Fro-survival Interactions with death receptors and domains Bridgham and Jchnzon, 3002
Crspases Fro-gpoptotic Apaf-l/fintracelhlar raneduces intermct ons Fenwick and Humst, 002
s Fro-apoptotic Bel-Zhaxic AMPclustrin interactions Tilly er al {1995)
GATA-4 Fro-survival GATA-igonad oo phins interaction Heikinheimo et all { 1997)
CATA-6 I'ro-survival CATA-hgonnd orrophing interaction Heikinhcimo er al {1997)
Pmhikitin Fro-apoptotic Mitochondrid destabilization Heikinheimo er al. {1997)
CKit Fro-survival Interaction weth SCF Felici er al. {190

SCF Fro-survival c-Kit interactions Thompson e al (2004.)
c-Myc Fro-gpoptotic c-My/Bil-2 interacton Diriancourt aral. (2000}
AP Fro-survival Interaction with caspases Felici ar all {199

XIAP Fro-survival XMIAPFSH/NFeB interaction Dielidow/Honda

Inregrin Fro-survival Interations with other extracellelar martrix protzins Homda, 1995

Integrin-af Fro-survival Interactions with other extracellelar matrix protzins Honda eral [1995)
Inregrin-p Fro-murvval Interrrlons with other exracellelar mamx prowzins Honda eral. [1993)
Integrin- 34 Fro-survival Interactions with other extracellelar matrix protzins Honda eral [1995)
Innerfierom Fro-gpoptotic Interaction weth Fas Wang er ai. 2003)

Apat-1 Fro-apoptotic “ptochrome efcaspase YWBoc interaction Giehel eral [1997)
MNFeB Fro-survival Altertions of pro-swrvival molecules and caspase nhititors Femwick and Humst, 3002
Survivin Fro-survival [nhibits the action of caspases Devermux er al. (1999)
Gonadotrophins Fro-survival BaXiApat-1:/Fasp53 intemctions Peterand Dhanasckaman, 20603
Endothelins Fro-apoptotic Binding to two G-proteir-conpled racepors Murphy e all (3002)
Pa=l Fro-apoptotic Smadimuclear co-repressorsfon-activatorsfitranscription factors Boghaert et al. {1997)
Liranzyme B Fro-survval Alows the apopinhic s1g0als to bypass mito:hondna Amsterdam e all | JH3)
PGF Fro-gpoptotic Lhknown Odicky er al. {1992)
MNAIPS Fro-survival Interaction with gonzdotrophins Matsemoon e al. (1999)
Inhibin Fro-survival Lhknown Hzueh ar i (19%)
Activin Fro-survival Lhknown Young eral [2004)
TGF-R1 Fro-survival Interaction with Smadirmsmipton ‘actors Hosnawa aral [ 1995)
TGF-EZ, 3 Fro-survival Interaction with Smadirmsmipton ‘actors Hosnawa aral [ 1995)
TGF-f RI Fro-survival Interation with Smadiransmipton Tactors Bristol and Wondrut, 2004
GDF-4 Fro-survival Interaction with e-Kitfinkibin-x [follicu!ogenesis) Elvin ar al_ {1999)

BMP Fro-survival Uhknown { follicelogenesis) Erickson and Shimasaki, 2003
Smad 2, 4 Fro-survival Interaction with tmnscriptional egulatos Chan er all (2001)

IGF Fro-survival Interaction weth GF binding protein ALl eral (1999

NTS Fro-survival Interaction with TrkB kinase receptor Pardes eral [2064)
NOBOX Fro-survival Interaction with GDF-9 Rajkovic ar all (2004
AHR Fro-survival Interaction weth polycyclic aromatic hydrocarbon Robles exai. (2000

These moecules can promote survival or death of the socytes. grenulosa or thece cells. They include: IFN

interferons; o-Myc

cellulzr-Myeloo yinmatosis;

G2 = prostglandin [2-a reccpton par-d = prostase spoptosis nsponse 4 NAID = ncurenal  apoptesis inhibitery protein. AR == oyl hydrocarbon
meceptor; WT = newrotrophins; Nobox
SCF = ziem cell “actor; XLAP == X-linked inhititor of apoptosis protein; JAPs inhititor of apoptosis family; BM™

growth differentiation factor-9; TGF-P = tansioming growth factor-f; Apaf-1
MNFgB = muclear actor kapp B; THF = tumour necros s factos; Bcl-2

newhorn ovary bomeohox-encoding gene; HGF-I

insulin-like growth factor and its moeptors; ET = endothelins;
bhone meorpho genetic proteing GOF-9
protease-apoptosis activating factor-1; TRAF = TNFR-asmodated factos;
B cellflymphoma-2 family. BAX = Bol-Z-associaed X protein.

Figura 7. Moléculas envolvidas na dindmica do desenvolvimento folicular e seus
mecanismos de agdo. Adaptado de HUSSEIN, 2005.
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3.2. Faléncia Ovariana Prematura

3.2.1. DefinicBes e Epidemiologia

A idade média da menopausa nas mulheres ocidentais € de
aproximadamente 51 anos. Faléncia Ovariana Prematura é a denominagdo mais
utilizada para uma condicdo na qual estdo presentes amenorréia primaria ou
secundaria, hipoestrogenismo e elevacdo das gonadotrofinas em mulheres, antes dos
40 anos de idade (NELSON et al., 1995; ANASTI, 1998; GOSWAMI & CONWAY,
2005; NELSON e al., 2005). Menopausa precoce, hipogonadismo
hipergonadotréfico, amenorréia hipergonadotréfica e insuficiéncia ovariana séo
outras denominagdes também encontradas para designar esta entidade nosolégica
(NELSON et al., 2005). No inicio dos anos 30, foi observado niveis anormal mente
elevados de gonadotrofinas em mulheres com menopausa precoce. Em 1950, algumas
caracteristicas clinicas da doenca foram descritas. amenorréia antes dos 40 anos,
sinais e sintomas de hipoestrogenismo, associagdo com doenca viral e efetividade da

estrogenioterapia (ATRIA, 1950).

A FOP ndo é um problema raro. Coulam et al., 1986, estudando
retrospectivamente 1.858 mulheres em Rochester, EUA, estimaram a incidéncia de 1

caso de FOP em 100 mulheres aos 40 anos, 1 em 250 aos 35 anose 1 em 1.000 aos 30

amenorréia secundéria, ocorre em 4% a 18% dos casos (ANASTI, 1998).

P [ Excluido:

B [ Excluido:
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No passado, acreditava-se que todas as mulheres com amenorréia, e
niveis repetidamente elevados de gonadotrofinas apresentavam faléncia ovariana ou
menopausa. Em fungdo do diagnostico firmado, considerava-se que os ovarios destas
mulheres apresentavam esgotamento funcional, tornando-se irreversivelmente
inativos, considerando-se entdo o fim da capacidade reprodutiva das mesmas. Um

estudo sugeriu que niveis elevados de FSH maiores que 40 UI/L se correlacionavam

de sangramento por deprivagdo apds o teste da progesterona (teste pelo qua a

paciente faz uso oral de 5 a 10mg de progesterona, por periodo de 5 a 10 dias,
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estudaram 135 individuos

A = =T =TT AT

por concentracdo de progesterona > 3ng/mL (NELSON et al., 1994). Existem na

3.2.2. Causas dafaléncia ovariana prematura

A FOP é uma desordem heterogénea que tem um amplo espectro de
mecani smos patogénicos responsaveis pelo seu desenvolvimento (HOEK et al., 1997,
GOSWANI & CONWAY, 2005). As principais causas de FOP sdo alteraces
cromossdmicas, genéticas, auto-imunes, metabdlicas, infecciosas e iatrogénicas
(ANASTI, 1997; VEGETTI et al., 1998; VEGETTI et al.,2000; GOSWAMI &
CONWAY, 2005; NELSON et al., 2005). Entretanto em uma grande propor¢do de
casos nenhuma etiologia para FOP sera identificada, e estes serdo classificados como

faléncia ovariana espontanea idiopética ou cariotipicamente norma (LAML et al.,

e encontraram evidéncias de funcdo ovariana definidas por .~
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investigadores preferem separar as causas de FOP em duas categorias distintas. A

primeira categoria seria composta de mulheres com FOP por deplecdo folicular

devido a deficiénciainicial no nimero de foliculos ou a acelerada atresiafolicular. Dg -~

segunda categoria, fariam parte os casos de FOP por disfuncéo folicular (ANASTI,

1995).

A FOP tanto de origem iatrogénica quanto infecciosa tem uma
incidéncia muito baixa quando comparadas com as outras causas. Os ciclos de
radioterapia e de quimioterapia, principalmente com agentes aquilantes como a
ciclofosfamida podem induzir a FOP. Além destes, procedimentos cirlirgicos com
exérese dos ovéarios também sdo considerados causas iatrogénicas comuns de FOP
quimioterapicos tem como mecanismo de agdo a destruicdo de tecidos nos quais as
células se dividem ou estéo se dividindo rapidamente. Portanto, no ovario, a fase
inicial de destruicdo ocorre nas da granulosa e da teca em proliferagcdo, que sdo o0s
componentes primarios do foliculo em desenvolvimento. Outros agentes
quimioterapicos, como os alquilantes, tem como mecanismo de agdo, para a
destruicdo das células, a dteragdo no DNA celular. A ateragcdo celular produzida por
estes agentes contribui para a segunda fase de destruicdo oocitéria, que inclui os
foliculos primordiais que ndo estdo em fase de proliferagcdo. O efeito gonadotoxico
dos quimioterapicos depende da dose, do tipo de droga utilizada e da idade da mulher

(ANASTI, 1998; HOWELL & SHALET, 1998; GOSWAMI & CONWAY, 2005).

A faléncia ovariana induzida pela radiagdo depende da idade da

paciente e da dose recebida. O ovario pré-pubera é relativamente resistente a este
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tipo de gonadotoxicidade. A transposi¢éo cirlirgica dos ovarios para fora do campo de

(IRVINE et al., 1968). Desde entdo, foram descritas uma gama de evidéncias que

sugerem a existéncia de vérias formas de alteragbes autoimunes nos ovarios que

1998, existem muitos fatores que suportam a presenca de uma causa imunolégica
paa a FOP, sendo aguns com fortes evidéncias e outros sem evidéncias
convincentes. Dentre estes fatores destacam-se: associacdo de FOP com doencas
imunes, presenca de anticorpos anti-ovarianos, anticorpos contra receptores de

gonadotrofinas, contra células esteréides, contra zona pellicida, evidéncia histolégica
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A associacdo entre a FOP e doencas autoimunes tem sido descritas ha
mais de 70 anos. A prevaéncia da ligagdo clinica entre doengas autoimunes e FOP
pode variar de 10% a 55% dos casos. As associagdes mais comuns ocorrem com as
doencas da tiredide, a sindrome poliglandular autoimune (SPA) e a doenca de
Addison (FORGES et al.,2004). Entre todas as doengas autoimunes associadas a
FOP, as disfuncfes da tiredide sdo as mais freqlientes, podendo ser detectadas em
12% a 33% dos casos. Em 18% das vezes ha relato de doenca tireoidiana autoimune
(ALPER & GARNER, 1985; ANASTI, 1998; FORGES et al., 2004; GOSWAMI &

CONWAY, 2005).

O surgimento da doenca de Addison, apds periodo variavel de tempo
(8 a 14 anos), em mulheres com diagnodstico de FOP, foi um dos primeiros sinais de
gue a autoimunidade poderia ser responsavel pelainsuficiéncia ovariana. A doencade
Addison é uma doenca incomum, com prevaéncia de 10 a 20 casos para cada 1
milhd de individuos. Ocorre mais frequentemente no sexo feminino em uma
proporcéo de 2,5 mulheres para cada homem afetado. Seu aparecimento decorre da
deficiéncia na produgéo dos horménios da supra-renal. A causa é variavel, entretanto,
em paises desenvolvidos, as alteraces autoimunes sdo consideradas as causas mais
comuns. JA nos paises subdesenvolvidos a tuberculose tem papel importante na

determinacdo desta doenca (BETTERLE et al., 2002).
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A doenca de Addison autoimune em geral estd associada ao
acometimento de outras glandulas ou 6rgdos levando a sindrome poliglandular
autoimune. Existem trés formas clinicamente distintas de SPA, definidas como SPA-I
e SPA-Il e SPA-IIl (BETTERLE et al., 2002). A sindrome poliglandular tipo-I
caracterizarse por acometer preferencialmente criancas e pela associacdo de
candidiase mucocutanea, hipoparatireoidismo e doenga de Addison. Na SPA tipo-ll a
doenca de Addison estd4 associada ao hipotireoidismo e tem preponderéncia em
mulheres na quarta década de vida. A SPA tipo-Ill apresenta-se com faéncia
tirecideana e outras sindromes imunol égicas exceto a doenca de Addison (FORGES
et al., 2004; GOSWAMI & CONWAY, 2005). Todos os tipos de SPA podem cursar
com FOP, com prevaléncia de até 60% na SPA tipo-1 e tipo-l1l, e de 10%, na SPA
tipo-11 (TURKINGTON & LEBOVITZ, 1967; HOEK et al., 1997; PERHEENTUPA,
2002; SCHATZ & WINTER, 2002). A prevaéncia de FOP associada a doenca de
Addison ou outra alteracdo adrenal autoimune variade 2% a10% (BETTERLE et al.,

1993; BAKALOQV et al., 2002; BETTERLE et al., 2004).

Outras doengas autoimunes, tanto de origem enddcrina (tireodide,
paratiredide, diabetes mellitus, hipofisite), quanto de origem n&o-enddcrina
(candidiase crénica, purpura trombocitopénica idiopética, vitiligo, alopecia, anemia
hemolitica autoimune, anemia perniciosa, lUpus eritematoso sistémico, artrite
reumatGide, doenca de Crohn, sindrome de Sjogren), podem estar associadas a FOP

(HOEK et al., 1997; BETTERLE et al., 2002).

A presenca de autoanticorpos ovarianos e ndo-ovarianos também esta
associada a FOP. Varios estudos demonstram um aumento na concentragdo de

autoanti corpos anti peroxidase tireoidiana e contra células parietais. Os autoanticorpos
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mais frequentemente associados a FOP sdo os anticorpos antitireoidianos (FORGES

et al., 2004; GOSWAMI & CONWAY, 2005).

Os autoanticorpos antiovarianos foram reportados em mulheres com
FOP em vérios estudos. A prevaléncia de anticorpos antiovarianos nestas mulheres é
muito varidvel podendo estar presente em 0% a 69% dos casos (ANASTI, 1998).
Dentre os métodos disponiveis para a pesguisa de anticorpos antiovarianos, o ensaio
imunoenzimético ELISA (ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay) e a
imunofluorescéncia (IFL) sdo os mais utilizados (GOSWAMI & CONWAY, 2005).
Luborsky et al., em dois estudos distintos demonstraram a presenca de anticorpos
antiovarianos em 69% e 53% das pacientes com FOP (LUBORSKY et al., 1990;
LUBORSKY et al., 1999). Fénichel et al., em 1997, utilizando o método de ELISA,
encontraram incidéncia de 59% de anticorpos antiovarianos em mulheres com FOP
(FENICHEL et al., 1997). Wheatcroft et al., 1997, encontraram os anticorpos em
apenas 27% das mulheres com FOP idiopatica utilizando o ELISA e em somente 7%
quando utilizaram a IFL (WHEATCROFT et al., 1997). As discrepancias entre as
publicagdes, no que concerne a prevaléncia de anticorpos antiovarianos em mulheres
com FOP, devem-se a diferencas metodologicas utilizadas, diferentes estégios da
doenca na época da avaliagd e a multiplicidade de potenciais marcadores
imunoldgicos, como enzimas esteroidogénicas, gonadotrofinas e seus receptores, 0

corpo lUteo, a zona pellcida e o oécito (GOSWAMI & CONWAY, 2005).

Anticorpos anti-ovarianos especificos como: anticorpos contra
receptores de gonadotrofinas, anticorpos contra células produtoras de esterGides e
anticorpos contra zona pellcida, tém sido estudados ha algumas décadas devido ao

seu aumento ou sua presenca em mulheres com FOP (IRVINE et al., 1968;
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BETTERLE et al., 1993; ANASTI, 1998, GOSWAMI & CONWAY, 2005). Os
anticorpos contra células produtoras de esterdides (SCA - Seroid Cell Antibodies)
foram detectados inicialmente na década de 60, e, alguns estudos demonstraram que
estes anticorpos sdo capazes de reconhecer varios tipos de células produtoras de
esteréides da cortex adrenal, do testiculo, do ovério e da placenta (IRVINE et
al.,1968; SOTSIOU et al., 1980). A prevaléncia de SCA depende das caracteristicas
clinicas apresentadas pela mulher. Podem ser encontrados em 60% dos pacientes com
SPA tipo-1, e 25% a 40% com SPA tipo-11 (HOEK et al., 1997). Entretanto, sua maior
prevaléncia se da nas mulheres com doenca de Addison e FOP, variando de 78% a
100% (SOTSIOU et al., 1980; BETTERLE et al., 1993). Falorni et al., 2002,
encontraram prevaléncia de SCA de 87% em mulheres com estas duas doencgas e
concluiram que o encontro destes anticorpos € raro em mulheres com FOP e
associagdo com alteracdo autoimune ndo adrenal ou em mulheres com FOP isolada
(FALORNI et al., 2002). Ainda segundo Falorni et al., 2002, os SCA s&o os melhores
marcadores imunes isolados para o diagndstico de disfungdes ovarianas e doencga de
Addison (FALORNI et al., 2002). Outro estudo demonstrou que 33% a 43% de
mulheres com SPA e SCA, com ciclos menstruais normais, podem desenvolver
faléncia ovariana dentro de 8 a 15 anos, 0 que torna a presenca destes anticorpos um

fator de risco para FOP (AHONEN et al., 1987).

A associagdo clinica entre os achados laboratoriais de autoanticorpos
antiovarianos e as caracteristicas da doenga sdo muito pobres. A simples presenca
destes auto-anticorpos no soro das mulheres ndo é uma evidéncia de significado
patogénico. Os auto-anticorpos podem estar presentes apés cirurgias (LUBORSKY et

al., 1990), apds captacdo de oocitos na fertilizago in vitro (GOBERT et al., 1990;
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GOBERT et al., 1992), em mulheres com sindrome de Turner (WHEATCROFT et
al., 1994) e em casos de destruicdo celular como no infarto do miocardio (HOEK et
al., 1997; ANASTI, 1998). Apesar de serem considerados anticorpos especificos,
ainda ha necessidade de se determinar quando eles estdo relacionados, sdo associados
ou sfo conseqiiéncia de um processo patol6gico que leva a FOP (FENICHEL et al.,

1997).

Em trabalhos avaliando 0 uso de terapia imunossupressora com
corticbides em mulheres com associagdo de FOP com alteragBes autoimunes, foram
demonstrados casos de retorno da menstruagdo apds periodo de amenorréia, e
também, casos de gravidez apds diagndstico de FOP. Estes dados corroboram a
hipétese da presenca de fator imunolégico na etiologia da insuficiéncia ovariana
prematura (COULAM et al., 1981; RABINOWE et al., 1986; LUBORSKY et al.,

1990; KALANTARIDOU et al., 1999; FORGES et al., 2004).

O exame histolégico de ovérios de mulheres com FOP pode mostrar
tanto uma completa perda dos componentes foliculares como a persisténcia de um
nimero variavel de foliculos ovarianos. Esta presenca de foliculos é denominada
forma folicular de FOP que representa 40% dos casos (FORGES et al., 2004). Os
achados histol 6gicos nos ovéarios de mulheres com FOP e ateraces autoimunes sdo
caracteristicos de ooforite linfocitica. Em uma revisdo da literatura realizada por
Hoek et al., 1997, em que foram avaliados 215 casos de FOP ndo associada a
autoimunidade adrenal, em 18 estudos entre 1965 e 1991, demonstrou-se que apenas
6 casos apresentaram este tipo de ooforite (HOEK et al., 1997). As ateracdes tipicas
da ooforite autoimune linfocitica sdo: presenca de infiltrado folicular por células

inflamat6rias que incluem macro6fagos, células Natural Killer, linfécitos T, células B
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e células plasméticas (NELSON & BAKALOV, 2003). Uma caracteristica marcante e
bem estabelecida nestes casos € a preservagao dos foliculos primordiais que parecem
ndo ser afetados pela processo inflamatério vigente. Os foliculos em desenvolvimento
s80 0s que predominantemente apresentam infiltrado inflamat6rio ao seu redor. A
intensidade do processo inflamatorio guarda relagcdo direta com a maturidade
folicular. Quanto mais maduros os foliculos, maior o acumulo de células

inflamat6rias na sua periferia (Figura 8) (NELSON & BAKALOV, 2003).

Figura 8. Fotos de microscopia de ovério humano. A — Ovério corado com hematoxilina
e eosina mostra multiplos foliculos antrais (barra = 1 cm). B — Maior magnificagdo mostra
infiltragdo linfocitica da teca de foliculo antral e de células da granulosa luteinizada (Barra =
50um). C — Ovario corado com imunoperoxidase para CD3 demonstra infiltragcdo de
linfécitos na teca (barra = 500um). D — corado com imunoperoxidase para CD3 demonstra
infiltrado de linfocitos na teca de foliculo pré antral e presenca de foliculos em estagio inicial
livres de infiltragdo linfocitéria (setas) (barra= 100um). Adaptado (BAKALQV et al., 2005).
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Geralmente o infiltrado inflamat6rio se localiza nas células da teca
interna e externa. As células da granulosa sdo comumente poupadas deste processo
inflamatério até que ocorra a luteinizagdo do foliculo em degeneracéo (HOEK et al.,
1997; NELSON & BAKALOQV, 2003; BAKALOV et al., 2005). Os foliculos
atrésicos, o corpo Iiteo e o corpo albicans também apresentam o mesmo padrdo
inflamatério. Todos estes aspectos confirmam a selecdo das células produtoras de
esterdides como o principal alvo do processo inflamatorio autoimune (HOEK et al.,
1997). Linfocinas produzidas localmente como parte deste processo podem interferir
prejudiciamente na esteroidogénese, levando a formacdo de cistos devido ao
aumento das gonadotrofinas provocado pelo baixo nivel de feedback negativo na
hipéfise (NELSON & BAKALOV, 2003). Em decorréncia disto, a aparéncia
macroscopica de ovarios em casos de ooforite linfocitica, demonstra a presenca de
ovarios aumentados as custas de cistos de tamanhos variados em cerca de 50% dos
casos (HOEK et al., 1997). Este dado esta de acordo com os achados ultra
sonograficos que revelam a presenca de folicul os ovarianos em 41% a 60% dos casos

de mulheres com FOP (CONWAY et al., 1996; MEHTA et al., 1992).

Atuamente as causas genéticas de FOP sdo reconhecidas como
importantes mecanismos de disfuncéo e/ou de deplecdo folicular. Muitas alteractes
gque no passado eram consideradas idiopaticas tém hoje uma base genética bem
estabel ecida como seu evento inicia. Dentre os distlrbios genéticos responsaveis pela
FOP existem aqueles relacionados aos cromossomos sexuals, heste caso

representados pelo cromossomo X, e outros resultantes de fatores mendelianos nos

) [ Formatado: Portugués (Brasil) ]
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relacionadas ao cromossomo X advém de anormalidades numéricas ou estruturais do
mesmo, tais como delecbes de parte relevante ou de todo o cromossomo. A
monossomia do cromossomo X, 45,X da qual a sindrome de Turner aparece como
principal representante, as formas de mosaicismo 45,X/46,XX, os casos 47,XXY, a
sindrome do X fragil e as delecdes do brago curto ou longo do cromossomo X, podem
levar a disgenesia gonada e consequentemente a FOP. Cerca de 50% dos casos de
hipogonadismo hipergonadotréfico podem ser explicados pela monossomia do

cromossomo X (SPEROFF & FRITZ, 2005, p. 401).

A despeito das desordens que ocorrem no cromossomo X, em muitos
casos, mulheres 46,XX sem alteragdes nos cromossomos sexuais podem desenvolver
FOP e disgenesia gonadal de forma semelhante aquelas com disgenesia gonadal 45,X.
Nestes casos a disgenesia gonadal 46,XX pode ser provocada por ateracdes genéticas
autossdmicas, algumas ja bem estabelecidas e outras ainda em estudo. Mutagdes em
genes especificos podem levar a distirbios na funcdo ovariana e a faléncia do ovario

(NELSON & BAKALOQV, 2003).

3.2.3 MutagBes em genes com repercussdo na fungdo ovariana

MutacBes no gene do receptor do Horménio Foliculo Estimulante (FSHR, do

inglésfollicle stimulating hormone receptor)

O loco que codifica para o0 FSHR estad mapeado no brago curto do
cromossomo 2. Mutagdes no FSHR raramente sdo identificadas como causas de

disfuncéo folicular ovariana. Quando identificadas, estas mutagdes levam a uma
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reducdo na capacidade de ligacdo e transducdo de sinal no receptor (NELSON &

BAKALQV, 2003; LEUNG & ADASHI, 2003).

Mutagdes no gene do receptor do Horménio Luteinizante (LHR, do inglés,

Luteiniziing Hormone Receptor)

Mutagdes no gene do receptor do hormdnio luteinizante (LHR) podem
levar a uma inativagdo do mesmo, impedindo a agdo do LH nas células de teca e
interferindo com a producdo de androgénios que posteriormente sofreriam
aromatizagdo nas células da granulosa ovariana (NELSON & BAKALOV, 2003;

LEUNG & ADASHI, 2003).

M utagdes no gene da Galactose-1-Fosfato Uridil Transferase (GALT, do inglés,

Galactose-1-Phosphato Uridyl Tranferase)

A Galactose-1-fosfato uridyl transferase (GALT), catalisa a conversdo
de gaactose-1-fosfato a glicose-1-fosfato pela transferéncia de uridina monofosfato.
A mutacdo neste gene leva a galactosemia e esta associada a hepatomegalia, catarata
e retardo mental. A FOP é comum em mulheres com esta doenga (NELSON &

BAKALOQV, 2003; LEUNG & ADASHI, 2003).
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M utagdes no gene da proteina ligadora do nucleotideo guanina, com atividade
polipeptideo 1 a-estimuladora (GNAS, do inglés, Guanine Nucleotide-Binding

Protein, a-Stimulating Activity Polypeptide 1)

A proteina ligadora do nucleotideo guanina, com atividade
polipeptideo 1 a-estimuladora (guanine nuclectide-binding protein, o-stimulating
activity polypeptide 1) € codificada pelo gene GNAS e atua na regido pos-receptor do
FSH favorecendo a continuidade da mensagem desencadeada pela acdo do FSH no
seu receptor. MutacOes neste gene levam a resisténcia ovariana as gonadotrofinas e

falénciaovariana (NELSON & BAKALOV, 2003; LEUNG & ADASHI, 2003).

MutacBes no gene da enzima P450c17

As dtividades 17-a-hidroxilase e 17-20-desmolase, importantes na
esteroi dogénese ovariana, sdo realizadas por enzimas do grupo P450c17 que por sua
vez sdo codificadas pelo gene CYP17. Mutagbes neste gene interferem entdo
diretamente na producdo de esterGides sexuais pelo ovério (LEUNG & ADASHI,

2003).

M utagdes no gene da enzima P450 ar omatase

Mutactes no gene CYP19, responsavel pela producdo da enzima P450

aromatase, levam a perda da capacidade de conversdo de andrégenos (19 carbonos) a
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estrégenos (18 carbonos) nas células da granulosa. Esta sindrome esta associada ao
hiperandrogenismo que pode induzir virilizagdo, apresentando um fendétipo diferente

dos outros casos de faléncia ovariana (LEUNG & ADASHI, 2003).

M utagdes no gene forkhead transcription factor L2 (FOXL2)

O gene FOXL2 codificaum fator de transcri¢éo (forkhead transcription
factor gene) e é expresso no mesénquima do ovario e das palpebras. Mutacfes neste
gene podem levar a Sindrome da Blefarofimose-Ptose-Epicanto Inverso (BPES) que
pode estar associada a faléncia ovariana (SPEROFF & FRITZ, 2005, p. 401; LEUNG

& ADASHI, 2003).

Mutagdes no gene da Glicoproteina Carboidrato-Deficiente (CDG, do inglés,

Carbohydrate-Deficient Glycoprotein)

Mutagdes no gene da Glicoproteina Carboidrato-Deficiente (CDG)
confere deficiéncia na fosfomanomutase que € responsavel pela conversdo da
manose-6-fosfato a manose-1-fosfato. Estas ateragdes levam a diminuicdo das
glicoproteinas e estédo associadas a faléncia ovariana por atividade folicular

deficiente (LEUNG & ADASHI, 2003).
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Outras doencas mendelianas podem estar associadas a FOP, tais como:
Sindrome de Perrault, Ataxia cerebellar, Sindrome de Denys-Drash, Sindrome de

Frasier, e aSindrome do X Frégil jacitada.

3.3 Sindr ome da Blefar ofimose-Ptose-Epicanto inver so

3.3.1 Aspectosclinicos

A BPES é uma doenca genética complexa e rara que ocorre tanto de
forma esporédica, através de mutagdo nova, como por transmissdo autossdmica
dominante e apresenta como principais caracteristicas alguns tipos de malformagdes
palpebrais. Os quatro achados clinicos mais relevantes sdo: blefarofimose —
diminuicdo da abertura horizontal das pépebras, ptose — queda da pé pebra superior
causando estreitamento da fissura palpebral vertical, epicanto inverso — dobra de pele
que origina na palpebra inferior e corre em direcdo interna e superior do olho, e
telecanto — aumento da distancia intercantal interna (OLEY & BARAITSER, 1988).
Outros achados que ocorrem de forma ocasional sdo: microftalmia, anoftalmia,
microcornea, hipermetropia, estrabismo, nistagmo, alargamento da ponte nasal, palato
arqueado, anomalias menores de orelha, defeitos cardiacos, deficiéncia mental leve e
infertilidade em mulheres (OLEY & BARATSIER, 1988). Em 1983, Zlotogora et al.
propuseram e descreveram dois tipos da Sindrome da Blefarofimose. No tipo | a
BPES esta sempre acompanhada de infertilidade e FOP, portanto as mulheres
afetadas ndo s8o capazes de transmitir a doenca. Em geral estas mulheres apresentam

desenvolvimento sexua normal com menarca apropriada, seguida de oligomenorréia
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e amenorréia secundaria. Ja na BPES tipo |1, ndo ha comprometimento da fertilidade
feminina e a doenca pode ser transmitida por ambos, homens e mulheres, afetando

suaprole (ZLOTOGORA et al., 1983).

3.3.2 Aspectos genéticos

As pesguisas na tentativa de se descobrir uma base genética para a
BPES datam do inicio da Ultima década, onde estudos citogenéticos nos pacientes
af etados pela doenga demonstraram a presenca de del ecOes, translocagles e rearranjos
no braco longo do cromossomo 3, mais precisamente nas regides 3922 e 3023
(FUKUSHIMA et al., 1991; JEWETT et al., 1993; BOCCONE et al., 1994,
LAWSON et al., 1995; PRAPHANPHOJ et al., 2000; ENGELEN et al., 2002).
Posteriormente, estudos utilizando andlise de ligagdo em familias com BPES tipo Il
corroboraram a hip6tese acima em que o gene da BPES estaria localizado entre as
regifes 22 e 23 do braco longo do cromossomo 3. Estudos em familias com a BPES
tipo |, também identificaram o loco entre estas regifes, sugerindo uma mesma
localizac&o e, possivelmente, que 0 mesmo gene poderia estar afetado nos dois tipos
desta desordem genética (AMATI et al., 1995; SMALL et al., 1995; AMATI €t al.,
1996). Entretanto, um anico estudo de andlise de ligacdo, forneceu evidéncia paraum
segundo loco para a BPES, no cromossomo 7p21-p31, sugerindo que a BPES seria

uma desordem geneticamente heterogénea (MAW et al., 1996).

Trabalhos utilizando clonagem posiciona possibilitaram um
mapeamento refinado do loco da BPES (LAWSON et al., 1995, TOOMES &

DIXON, 1998, DE BEARE et al., 1999), bem como a identificacdo de dois genes
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candidatos para a BPES. Os genes BPESC1 e C3orf5, localizados no cromossomo
3023, estariam desestruturados devido a translocactes t(3;4) e t(3;7) respectivamente,
em duas diferentes mulheres com BPES (DE BEARE et al., 2000; CRISPONI et al.,
2001). Entretanto, estes genes ndo se mostraram mutados em mulheres com BPES e
estudos citogenéticos normais, sugerindo efeito posicional como mecanismo que
levou desordem a estas mulheres. Crisponi et al., em 2001, publicaram estudo onde
foi identificado um novo gene para a BPES, o FOXL2, que é expresso
predominantemente no ovario e nas pal pebras em desenvolvimento, e esta mutado em
individuos afetados com qualquer um dos dois tipos de BPES (CRISPONI et al.,

2001).

3.33 O geneFOLX2

O gene FOXL2 pertence a familia dos fatores de transcricdo
forkhead/winged helix que estdo envolvidos numa variedade de processos de
desenvolvimento e tém como caracteristica um dominio de ligagdo ao DNA com 100
aminoécidos. Este dominio j& foi identificado em mais de 100 genes em uma grande
variedade de organismos (COCQUET et al., 2002). Proteinas da classe forkhead/
winged helix s80 essenciais em muitas vias de transducdo de sinal, na embriogénese,
na tumorigénese e na manutencdo de estados celulares diferenciados. Estéo presentes
em todos os eucariotos, participando no estabelecimento do eixo corporal e no
desenvolvimento das trés camadas de tecidos. FOXL2 é o terceiro gene da classe
forkhead a ser identificado, com envolvimento na patogénese de desordem do
desenvolvimento humano de origem hereditaria. Os outros dois sdo o FOXEL que
esta mutado em casos de agenesia de tiredide, e, 0 FOXC1A, mutado em defeitos

oculares associados a glaucoma congénito (BEY SEN & DE BAERE, 2006).
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O gene FOXL2 possui 2745 pb e tem um Unico exon, com 1131 pb
extremamente conservado em muitas espécies de vertebrados (CRISPONI et al.,
2001; COCQUET et al., 2002; COCQUET et al., 2003; UDAR et al., 2003). A
traducdo deste gene origina uma proteina com 376 aminoacidos que tem como
caracteristica o ja citado dominio de ligagcdo ao DNA denominado “forkhead / winged
helix”, e, fora deste dominio, a proteina FOXL2 também contém uma sequiéncia de
polialanina (poliAla) com 14 residuos cuja fungéo ainda ndo estd bem estabelecida
(Figura 9). O aumento de 14 para 24 residuos de aanina nesta regido representa
cerca de 30% de todas as mutagbes intragénicas do gene FOXL2 e leva
principalmente a BPES tipo || (DE BAERE et al., 2003). Além disso, a proteina
FOXL2, contém, em sua terminacdo carboxila, uma regido rica em residuos alanina e
prolina, importantes para atuacdo desta proteina como fator de transcricdo

(PISARSKA et al., 2004).

Figura 9. Estrutura tercidria do dominio forkhead do gene FOXL2. Contém 100 residuos de
aminoécidos, 3 alfa hélices e 2 folhas beta. A estrutura contém 2 loops flexiveis ou “wings”
na regido C-termina, por isso o nome winged hdix. (Cn3D, 4.1;
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A correlacéo dos dados fenotipicos e genotipicos sugere que um
mecanismo de haploinsuficiéncia causado pela perda de funcdo (mutagdo) em um dos
aelos do FOXL2 esta associado com o fen6tipo completo (BPES tipo 1), enquanto
uma proteina anormalmente longa esta associada com fendtipo hipomdrfico (BPES
tipo 1) (CRISPONI et al., 2001). Um padrdo de expressdo génicafoi demonstrado em
varias espécies (homem, rato, peixe) e alguns estudos demonstram a expressdo do
gene FOXL2 em pélpebras em desenvolvimento e em células da granulosa de ovérios
fetais e de adultos (CRISPONI et al., 2001; COCQUET et al., 2002; COCQUET et

al., 2003).

A Faléncia Ovariana Prematura na BPES é uma desordem varidvel e
complexa, porém existem duas possibilidades que podem explicar seu aparecimento.
Na primeira, as células germinativas podem ser depletadas, nos ovarios, de forma
répida ap6s o nascimento ou alguma outra funcdo dos foliculos maduros pode estar
dterada, resultando em atresia folicular ou degeneracdo ovariana. Na segunda
hip6tese, um erro priméario pode ocorrer no desenvolvimento fetal ovariano, tanto nas
linhagens de células germinativas quanto sométicas de forma que a morfogénese
ovariana € bloqueada num estagio inicia (LOFFLER et al., 2003). Em artigo
publicado em 2003, Loffler et al. realizaram uma série de experimentos para
investigar a expressdo do gene FOXL2. Avaliaram gbnadas de vertebrados em
desenvolvimento, na tentativa de distinguir entre estas duas possibilidades. Eles
concluiram que os dados sugerem que o gene FOXL2 afeta os estagios iniciais do
desenvolvimento ovariano, mais do que puramente afeta a manutencéo do estoque de
foliculos. Além disso, sugerem que o gene FOXL2 é um fator de diferenciacéo

ovariana bastante conservado entre vertebrados (LOFFER et al., 2003). Estes dados
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corroboram a hipétese de que o gene FOXL2 tenha importancia relevante no

desenvolvimento e nafungéo ovariana, e que sua disfuncdo pode levar a FOP.

A proteina FOXL2, pertence a um grupo de fatores de transcricéo
capazes de interagir com sequiéncias especificas de DNA em regifes promotoras de
diversos genes. Em um grande nimero de familias da proteina forkhead, a capacidade
de repressdo transcripcional tem sido atribuida a presenca de regides ricas em
residuos de Alanina e Prolina, particularmente em genes que afetam a diferenciagdo

sexual (PISARSKA et al., 2004).

Pisarska et al., 2004, estudaram a atuacdo da proteina FOXL2 na
transcricdo do gene regulador da esteroidogénese humana (AR, Human
Steroidigenic Acute Regulatory), um marcador da diferenciacdo das células da
granulosa. No citado estudo, demonstrou-se que a proteina FOXL2 interage
diretamente com os primeiros 95 pares de base a5’ do sitio de iniciagéo do promotor
do gene SAR e que esta interacdo determina uma atividade repressora da proteina
FOXL2 sobre o0 gene SAR em camundongos. Estes autores demonstraram ainda que,
apos transfeccdo com gene FOXL2 com mutagdo, houve uma diminuicdo da atividade
repressora sobre o gene SAR em células de camundongos. Conclui-se entdo que
mutagdes no gene FOXL2 levam a uma perda da atividade repressora do gene FOXL2

sobre esse gene (PISARSKA et al., 2004).

A proteina AR é expressa em tecidos com capacidade
esteroidogénica, sendo responsavel por uma etapa limitante da esteroidogénese. Sua
funcdo é facilitar o transporte do colesterol de fora para dentro da membrana

mitocondrial antes da conversdo em pregnenolona. Esta proteina é considerada um
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marcador de diferenciacdo das células da granulosa e € expressa em células da teca e
células da granulosa de foliculos pré-ovulatérios e foliculos luteinizados, enquanto
esta ausente em foliculos primordiais e primarios (POLLACK et al., 1997,
THOMPSON et al., 1999). Portanto, mutagcBes no gene FOXL2, que determinam a
perda da capacidade de repressdo do gene SAR, podem levar a diferenciacdo
acelerada das células da granulosa, ocasionando um aumento do recrutamento dos
foliculos em repouso, levando a exaustdo prematura do estoque de foliculos
primordiais, 0 que explicaria a ocorréncia de FOP em BPES (PISARSKA et al.,

2004).

Dois estudos recentes, demonstraram que a proteina FOXL2 regula
também a expressdo do gene da aromatase CYP19 (PANNETIER et al., 2006;
WANG et al., 2007). Wang et al. 2007, observaram gue a proteina FOXL2 sozinha,
pode ativar a transcricdo do gene da aromatase, através de ligagao direta ao promotor
do gene. Foi observado ainda, que o dominio forkhead é indispensavel paraa proteina
FOXL?2 se ligar a0 sitio de reconhecimento no gene CYP19al. Entretanto, apesar de
ser necessario para esta interacdo, o dominio forkhead sozinho é incapaz de ativar a
transcricdo do gene CYP19al. O dominio com capacidade de ativar a transcricéo
localiza-se na porcéo carboxila termina da proteina FOXL 2. Portanto, mutactes que
envolvam esta regido do gene FOXL2, podem levar a deficiéncia de ativagdo da
aromatase com consequente interferéncia no esteroidogénese e no desenvolvimento

ovariano (WANG, et al., 2007).

Recentemente, Batista et al., 2007, identificaram varios potenciais
marcadores da transcricdo do gene FOXL2. Para a deteccdo destes marcadores de

transcricdo foram utilizados as técnicas de DNA chips e PCR quantitativo em células
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granulosa-simile com ou sem super-expressdo do gene FOXL2. Estes autores
identificaram possiveis interagdes da proteina FOXL2 com varios genes, levando a
supressdo ou estimulagdo destes. Cinco grupos funcionais de genes cuja transcricéo
sofre influéncia do FOXL2, foram identificados. O primeiro grupo, mais
representativo, inclui seis proteinas ligadoras de quimoquinas, envolvidas nos
processos imunorregul atorios e inflamatérios, normal mente estimuladas pelo FOXL2.
O segundo grupo, também estimulado pelo FOXL2, contém genes envolvidos na
regulacdo da apoptose como o BLC2A1 (B Cell Lymphoma related protein Al),
supressor da apoptose. O terceiro grupo compreende 3 proteases suprimidas e 1
ativada pelo FOXL2. A diminuicdo da expressao da protease MMP23A, em resposta
a0 FSH em células da granulosa de camundongos, ocorre de forma semelhante a
ativacdo da enzima aromatase quando estimulada pelo FSH. O quarto grupo contém
genes que codificam diferentes receptores, a maioria dos quais, suprimidas pelo
FOXL2. O guinto grupo compreende genes que codificam fatores de transcricéo, a
maioria estimulados pelo FOXL2. A maior parte dos genes suprimidos ou ativados
pela proteina FOXL2 esta relacionado de alguma maneira a processos que ocorrem
nos ovarios, como esteroidogénese, ovulacdo e atresia folicular (BATISTA et al.,

2007).

3.3.4 Diagndstico da Sindrome da BPES

O diagnostico da BPES é baseado principalmente no quadro clinico,
especialmente nos quatro achados clinicos relevantes ja citados, a blefarofimose, a
ptose, 0 epicanto inverso e o telecanto. Na BPES tipo |, aém destas ateracles, a

infertilidade e a FOP também se fazem presentes. Nestas mulheres alguns exames
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complementares como a dosagem de gonadotrofinas (FSH e LH), a dosagem sérica
de estradiol (E2) e progesterona (P), e a ultra-sonografia (USG) pélvica podem gjudar
no diagnostico. Habitualmente, as gonadotrofinas estdo com concentragdo elevada, os
esterdides E2 e P, estdo em baixa concentracdo e a USG pode mostrar Utero

hipoplasico e ovérios em fita.

Além do diagnéstico clinico existem testes de avaliagdo genética,
através do uso de técnicas de biologia molecular, que permitem um diagnéstico mais
preciso sobre a causa da doenca. O FOXL2 € o Unico gene atualmente conhecido por
estar associado com a BPES e portanto fonte de investigagdo na pesquisa de
alteracOes estruturais em individuos afetados pela doenca. Os testes moleculares tem
uso clinico na confirmacdo diagnéstica, bem como no diagndstico pré-natal e tem
papel relevante no aconselhamento genético dos individuos afetados. Os principais
testes utilizados na pesquisa de alteragdes no gene da FOXL2 sdo a andlise de
sequiéncia génica ap6s amplificacdo por reacdo de cadeia de polimerase (PCR), a
deteccdo de delecbes através da amplificagdo com sondas de ligacdo dependente em
sistema multiplex e o uso da técnica de hibridizacdo in situ com fluorescéncia (FISH,
fluorescent in situ hybridization). A taxa de deteccdo de mutacfes neste gene pode
chegar a 80% com os testes disponiveis. Estudos tém sido realizados com a utilizacdo
de marcadores microsatélites e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, Single
Nucleotide Polymorphism), o que pode aumentar ainda mais a eficacia dos testes

diagndsticos paraa BPES (DE BAERE et al., 2003).
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Foi realizado estudo diagndstico descritivo do caso de uma mulher

apresentando clinicamente BPES tipo I.

4.2 Amostra populacional

Foram avaliados o caso-indice de BPES, bem como seus progenitores.

4.3 Cuidados éticos

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Fundag&o de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Salde (FEPECS),
da Secretaria Estadual de Salde do Distrito Federal, sob o parecer N° 189/2006
(Anexo 1) e esté de acordo com a resolucdo 196/96 CNS/MS. Todos os individuos
participantes do presente estudo foram esclarecidos verbalmente e através do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido que contém informagdes sobre o estudo, como
justificativa, vantagens e desvantagens, riscos, forma de participaco e garantia de
inutilizacdo do material biologico apds a pesguisa. Apés leitura do termo de
consentimento e esclarecimento de todos 0s pontos os participantes que aceitaram

voluntariamente participar do presente estudo assinaram o Termo de Consentimento.
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4.4 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada uma Unica ocasido, no domicilio dos
participantes, por uma técnica de enfermagem devidamente treinada e paramentada.
Foram coletados de cada participante, cerca de 15 ml de sangue venoso periférico,
por puncéo da veia mediana do cotovelo, com seringa e agulhas descartaveis. As
amostras de sangue foram colhidas em EDTA e aliquotadas em dois tubos de 10ml e

posteriormente armazenadas a temperatura de 4° C.

4.5 Extracdo de DNA

Para a extragdo de DNA das amostras de sangue foi utilizado o
protocolo de extracdo baseado em salting out modificado de Miller et al., 1988. O
DNA foi quantificado por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de

etidio 1 mg/ml (SAMBROOK et al., 1989).

4.6 Pesquisa de M utagdes no gene FOXL 2

A pesquisa de mutagdes foi realizada por amplificacdo, por técnica de
PCR, daregido codificadora do gene FOXL2 no DNA gendmico extraido. O produto
de PCR foi entdo seqlienciado. A PCR foi realizada conforme descrito por Crisponi et
al., 2001 e modificado por De Beare et al., 2001, utilizando os quatro pares de
primers seguintes, de A a H, destacando-se entre parénteses os locais do gene FOXL2
onde os primers se paream: A — 5’-CCG TAA GCG GAC TCG TGC-3°(146-163) e B

—5-AGT AGT TGC CCT TGC GCT C-3’(601-619); C2 - 5’-CAG CCT CAA CGA
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GTG CTT CA-3(555-574) e D — 5’-CGT GCA GAT GGT GTG CGT G-3’(1120-
1138); E — 5’-ACT CGT ACA ATG GCC TGG GA-3(1052-1071) e F — 5’-GAG
GAG GAC AGG AGC TTA GG-3°(1526-1547); G — 5-CGC ACT TCC AGC CCG
GCA A-3(710-728) e H — 5-TGT GTA CGG CCC GTA CGA-3’(997-1014). O
protocolo de PCR foi realizado conforme descrito por Crisponi et al., 2001, com

algumas modificacOes (DE BEARE et al., 2001; CRISPONI et al., 2001).

Reagente | Concentracdo estoque | Volume nareagdo
Tampéo 10x 25y
DMSO 2500 |
MgCl, 50 mM 0,375ul
DNTp 25mM 1,0ul
Primers 5uM 2,5ul
Tag. Platinum 5U/ul 0,2ul
DNA 10ng/ ul 6ul
H,O miliq gsp 25 ul 9,925ul
Tota 25 ul

O protocolo de temperatura da reacdo de PCR utilizada foi : 95°C (5
min), 40 ciclos de 92°C — 1 min/ 57 °C — 45 seg / 72 °C — 45 seg e depois 72°C — 10
min para extensdo final. A reacdo foi realizada na maguina geneAmp® PCR System
9700 da Applied Biosystems do Laboratério de Biotecnologia da Universidade
Catdlicade Brasilia- UCB. Apds aamplificagdo os produtos da PCR foram avaliados
(quantificados) em gel de agarose a 1% para confirmagdo das bandas esperadas para

cada par de primers (A-B, C-D, E-F, G-H).

Apbs areacdo de amplificagdo foi realizada a purificagdo dos produtos
previamente ao processo de seqiienciamento dos mesmos. A purificacdo foi feita com

0 uso das enzimas exonuclease | (EXO 1) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) sobre

[RWP1] Comentéario: ver
concentracéo
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residuais e de residuos de DNA estranhos produzidos pela PCR. O uso da SAP teve
por objetivo hidrolisar os residuos de dNTPs remanescentes da mistura do PCR que

podem interferir nareagdo de seqlienciamento.

Foram utilizados 0,05ul de EXQOI e 0,5ul de SAP em cada produto de
PCR. Foi realizada incubac&o a 37°C por 30 min e 80°C por 20 min para inativacdo

das enzimas.

Os produtos da PCR foram seqiienciados pelo método de terminacéo

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.7 Andlise dos Resultados

andlise de similaridade foi aNM_023067.2, Gl: 42716284. Foi realizado também um

alinhamento entre as seqiiéncias obtidas e delas com a seqiiénciareferéncia através do

comparacOes entre as seguéncias dos fragmentos de cada individuo com a seqiiéncia

do gene ndo-mutado e comparagdo entre as préprias sequéncias dos individuos

[ Excluido: primers ]

1 Excluido: dideoxi

Formatado: Portugués (Brasil)

(
[Formatado: Portugués (Brasil)
(
(

A J

| Formatado: Portugués (Brasil)

K [ Excluido: ]

[ Excluido: sequéncias ]



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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estudados através dos softwares CodonCode Aligner e SeqScape, com o intuito de

avaliar a presenca de mutacgoes.

A seqgiiéncia de nucleotideo das amostras com mutacdo foi submetida a

traducdo e a verificagdo das sequéncias de inicio de leitura desta através da

a sequéncia com mutagdo foi comparada a seqiiéncia referéncia pela ferramenta
ClustalW para avaliagdo da repercussdo da mutacdo na seqiiéncia de aminoécidos. A
nomenclatura utilizada para as variagfes de seqliéncia de nuclectideos ou de proteinas

foi a preconizada pela sociedade de variacdo do genoma humano (HGVS, Human


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
http://www.hgvs.org/
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5. RESULTADOS

5.1 Relato do Caso

O caso indice de que trata a pesquisa foi identificado através do
atendimento no ambulatério de Reproducdo Humana do Hospital Regional de
Taguatinga — SES / Distrito Federal. A paciente procurou o servico do ambulatério
devido ao desejo de conseguir uma gravidez. A histéria clinica, bem como os exames
complementares realizados foram anotados no prontuério de acordo com a historia

clinica que se segue.

Dados da paciente— Prontuério
Ambulatério de Reproducdo Humana—- HRT
Data da 12 consulta— 18/03/2002
I dentificacdo:

Nome ML NS

Data Nascimento: 01/01/1974

Naturalidade: Brasilia

Procedéncia: Brasilia— DF

Raca: branca

Estado civil: casada

Profissdo: do lar

Queixa Principal: “Quero engravidar”
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Histéria da Doenca Atual: Paciente casada ha 1 ano, sem contracepcdo neste
periodo e ndo consegue engravidar. Refere que sO menstrua com uso de medicagdo

(anticoncepcional combinado oral). Nega outras queixas.

Antecedentes gineco-obstétricos : Menarca — 16 anos (com medicagdo — ndo sabe
qual), dltima menstruacdo ha 1 ano, ciclos menstruais — amenorréia — s6 menstrua
com medicacdo, refere desenvolvimento sexua de mamas e pélos normais, colicas
leves, coitarca — 20 anos, nimero de parceiros — 01, vida sexual ativa — 4 vezes por
semana, nega dispareunia ou sinusiorragia, nega DST, GOPOAO, ultima colpocitologia
oncética ha 8 meses — sem alteragfo.

Esposo, 25 anos, pedreiro, saudavel, sem filhos em casamento anterior.

Antecedentes Patoldgicos. duas cirurgias nos olhos para corregdo de “pélpebras
caidas” em 2001. H& relato no prontuério de exame oftalmoldgico em 12/1999 onde
foi descrito a presenca de telecanto, epicanto inverso, blefarofimose e entrépio

medial. Nega outras doengas.

Antecedentes Familiares: Nega doencas na familia. 3 irmés e 3 irm&os normais e

com prole normal.

Habitos de vida : Nega tabagismo, etilismo, uso de drogas ou medicacdes

freguentes.
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Ao exame fisico:

Bom estado geral, corada, hidratada, aciandtica, anictérica e afebril.

- {Excluido:

Ocular: fendas pal pebrais diminuidas, cicatrizes cirdrgicas nas pé pebras (Figura 10).
Tiredide: normal. Pilificagdo normal

Mamas. Normais (estadio V de Tanner ), simétricas, sem abaulamentos ou retragdes,
sem nédulos palpaveis, sem galactorréia (Figura 11).

Abdome: plano, normotenso, sem visceromegalias.

Genitdlia externa: vulvatréfica, sem lesdes, pilificagdo normal (Tanner).

Especular: vagina elastica, tamanho normal, sem secrecdo patoldgica, colo uterino
epitelizado, tamanho normal, OE puntiforme, sem lesBes aparentes

Toque bimanual: colo fibroeléstico, Utero pegueno, forma e consisténcia normais,

movel, indolor. Anexos normais, impal paveis.

iz

Figura 10. Foto da face da paciente com BPES. Observa-se, mesmo apés duas cirurgias para

corregdo dos defeitos oculares, a presencga de ptose, blefarofimose e epicanto inverso.
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Figura 11. Foto da paciente com BPES de meio corpo. Observa-se presenca de mamas

normais para uma mulher adulta (estadio V de Tanner), demonstrando desenvolvimento de

caracteres sexuais secundérios normais.

Hipétese Diagnéstica (HD): Amenorréiapriméria—
Conduta (CD): Teste da progesterona
FSH, LH, TSH, PRL, Estradiol

Retorno em 25/02/02:
Teste da progesterona: negativo.
Exames laboratoriais:
USG transvaginal (25/02/02): (itero 6,2 x 2,4 x 3,9 = 26,1 cm®, endométrio

4 mm, ovdriosD —1,1cm® eE—1,7cm®



59

Retorno em Abril / 2002:
Exames laboratoriais:
FSH — 31 mUl/ml
LH - 24,5 mUl/ml
Prolactina— 13,9 ng/ml
TSH - 2,5 mUl/ml
T4 — normal
Estradiol — 28,3 pg/ml

HD: Hipogonadismo hipergonadotréfico — Disgenesia gonadal ?
CD: Solicitado exame de Cari6tipo.

Retorno em 25/07/05

Paciente foi ao ambulatorio de Genética Clinica do Hospital Universitario
de Brasilia (UNB), onderealizou cari6tipo e retornou com relatorio:
Caridtipo - 46X X

Diagnéstico clinico de Sindrome da Blefarofimose tipo |

HD: Hipogonadismo hipergonadotroéfico — Sindrome da Blefarofimose tipo 1.

CD: Densitometria 6ssea e Terapia Hormonal (estrogénio e progesterona)

Retorno em 19/05/03
Densitometria 6ssea : Quadril Z score=- 1,31 efemur Z score = - 1,70

HD: Hipogonadismo hipergonadotréfico — Sindrome da Blefarofimose tipo | e
Osteopenia.
CD: TerapiaHormonal (estrogénio e progesterona), Calcio e atividade fisica.
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5.2 Quantificacdo do DNA.

Apbs a extracdo do DNA, o mesmo foi quantificado em gel de agarose
a 1%. Foi estimado através da eletroforese uma concentracdo de DNA de cerca de
200ng/pl para a amostra da paciente e de seu pai e de 800ng/ul para a amostra da

mée. (Figura 12).

Figura 12. Gel para avaiar concentracdo de DNA das 3 amostras do estudo. Da direita para
esquerda estdo os pocos de 1 a 12. 1- diluicdo de 1/10 DNA pai, 2- diluicdo de 1/10 DNA
méae, 3- dilui¢do de 1/10 DNA filha, 4- diluicdo de 1/5 DNA pai, 5- diluicdo de 1/5 DNA
mae, 6- diluicdo de 1/5 DNA filha, 7- Ladder 200ng, 8- Ladder 100ng, 9- Ladder 80ng, 10-

Ladder 40ng, 11- Vazio, 12- Ladder 20ng.

5.3 Produtos da PCR.

A maior parte dos produtos da PCR obtidos das amostras da paciente,
da mée e do pai, observados no gd de agarose a 1% foram compativeis com o
tamanho dos fragmentos esperados para cada par de primers. Os produtos dos primers
E-F apareceram no ge compativeis com produtos de cerca de 600pb, ou sga
aproximadamente 100pb acima do esperado. Para fragmentos amplificados utilizando

os iniciadores A-B, ndo obteve-se sucesso na amplificagéo a partir do DNA materno.
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Assim como ndo se obteve sucesso na amplificagdo com os iniciadores C-D a partir

do DNA da paciente.(Figura 13).

—
=
e —
—
=
-—
—
-

Figura 13. Gel de agarose 1% para visualizacdo dos produtos de PCR. Foram colocados
produtos da PCR e os marcadores em 14 pocos da direita para esquerda, como se segue: 1-
Marcador 1Kb plus, 2- prim A-B paciente, 3- prim A-B mée, 4- prim A-B pai, 5 prim C-D
paciente, 6- prim C-D mée, 7- prim C-D pali, 8- prim E-F paciente, 9- prim E-F mae, 10- prim
E-F pai, 11- prim G-H paciente, 12- prim G-H méae, 13- prim G-H pai, 14- Marcador 1Kb

plus. Nota-se que as bandas dos produtos dos primers A-B correspondem a + 500pb, dos

Foi preparada entdo, uma nova reacdo de PCR, baseada no mesmo
protocolo, para os produtos cujas bandas ndo apareceram no gel e para 0s produtos
dos primers E-F, que apresentaram bandas fracas. O resultado destas reacOes foi
corrido novamente em gel de agarose a 1%. Os produtos cujas bandas ndo apareceram
na reacdo anterior (prim A-B mée e prim C-D paciente) foram observados nesta
reacdo com fragmentos compativeis com o tamanho esperado em ndmero de pares de

base (Figura 14).

-

[RWP2] Comentario: ndo
esquecer de substituir.
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Figura 14. Gel de agarose 1% para visuaizacdo dos produtos de PCR. Foram colocados
produtos da PCR e os marcadores em 7 pogos da direita para esquerda, como se segue; 1-
Marcador 1Kb plus, 2- prim A-B mée, 3- vazio, 4- prim C-D paciente, 5- vazio, 6- prim E-F
paciente, 7- prim E-F mae, 8- prim E-F pai, 9- vazio, 10- Marcador 1Kb plus. Nota-se que a
banda do produto do par de primers A-B mée corresponde a + 500pb, e do par de primers C-
D paciente corresponde a + 600pb. As bandas dos produtos do par de primers E-F aparecem

fracas e compativeis com produtos de + 600pb.

5.4 Sequienciamento dos produtos da PCR.

Apbs as reagdes de PCR as amostras foram purificadas com as enzimas
EXO | e SAP, e enviadas para segiienciamento. Na andlise das sequéncias no
CodonCode Aligner, que usa na avaliagdo de qualidade de seqiiéncia o programa
Phred, encontramos seqiiéncias com qualidade satisfatéria (Phred > 20) somente nos
produtos onde foram utilizados os iniciadores diretos A e C2 (Figura 15 e 16). As
sequéncias onde foram utilizados os iniciadores diretos E e G apresentaram baixa

qualidade de seqiiéncia pela andlise do software (Figura 17).
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Figura 15. Andlise da qualidade da seguéncia com o software CodonCode Aligner. Linha
vermelha horizontal marca qualidade = 20. A) Primer A pai. B) Primer A paciente. C) Primer

A mae. Observamos boa qualidade nestas seqliéncias em aproximadamente 500pb.
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Figura 16. Andlise da qualidade da seqiiéncia com o software CodonCode Aligner. Linha
vermelha horizontal marca qualidade = 20. A) Primer C2 pai. B) Primer C2 paciente.
Observamos diminuicdo abrupta da qualidade na seqiiéncia da paciente. C) Primer C2 mée.
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Figura 17. Andlise da qualidade da seqiiéncia com o software CodonCode Aligner. Linha
vermelha horizontal marca qualidade = 20. A) Primer E pai. B) Primer G mae. Observa-se
gue grande parte das bases esta com qualidade inferior a 20 pela andlise do Phred.

As seqiiéncias obtidas foram entdo submetidas a ferramenta Blastn do

National Center of Biotechnology Information (NCBI)

seguéncia referéncia do gene FOXL2. As sequéncias avaliadas mostraram grande
semelhanga com o0 gene estudado apresentando um E-value de 0.0 e grau de

similaridade de 96% a 99% (Figuras 18 — 22). Excecéo se faz a seqiiéncia obtida com


http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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uso do primer C2 e DNA da paciente que mostrou E value 1e-138, identidade de

99%, escore 500 e cobertura de 38% (Figura 23).
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Accession Description Max score Total score Query coverage |_. Ewalue Man ident

Transcripts

¥M 031131360.1 FREDICTED: Homo saziens forkhead box _2 [FOXL2), mRNA 1283 1283 98% 0.2 93%
HM 023067.2 Fomao sap ens forkhead box L2 (FOXL2], mEMA 1283 1283 95% 0.2 93%
MM 005250.1 Foma =ap ens forkhead bow LL (FOXLL], mRENA 35.6 139 26% fe-17 100%,
NM_021453.1 Fomo sap ens forkhead box C1 (FOXC1), MRNA 35.7 143 18% Ge-14 a1
NM 012186.1 Fomo zap ens forkhead box E3 (FOXE3), mRNA 3.8 129 28% 2e-13 83%
¥M 001132770.1 FREDICTED: Homo sadiens forkhead box 23 [FCXE3), mRNA 3.8 125 26% 2e-13 93%
NM 035251.1 Fomo =ap ens forkhead box C2 (MFH-1, mesercavme forkhead 1) 79.8 121 20% de-12 23%
NM_004473.2 Fomo zap ens forkhead box EL (thyroic transcript on factor 2) 79.8 79.3 15% 4g-12 81%
NM 004472.2 Foma sap ens forkhead box D1 (FOXD1), mRNA 77.8 77.3 16% le-11 B84%
NM 0041182 Fomo zap ens forkhead-like 13 (Drosophila) (AKHL1E), mANA 73.8 73.3 23% 2e-10 82%
NM 004474.2 Foma =ap ens ferkhead box D2 (FO0XD2), MRNA 59.9 59.3 16% 4e-09 83%
NM 033260.2 Fomo zap ens forkhead box Q1 (FOXQ1), MRNA 51,8 51.9 7% 9a-07 91%
HM 012183 .1 Foma sap ens forkhead box D3 (FO0XD3), MRNA 50.0 50.0 18% 3e-06 81%
¥M 928867.2 FREDICTED: Homo sasiens FOXD4d-hke 6, transcrip: vanant 1 538.0 33.1 11% le-05 928g
NM 139135.1 Fomao sap ens FOXD4-like 2 (FCXC4L2), mRNA 58.0 38.1 113 le-05 92%
M 0052492 Fomao sap ens forkhead box G132 (FOXG1E), mRNA 56.0 56.0 30% 5e-05 73%
NM 217305.2 Fomao sap ens forkhead box D4 (F0XD4), MRNA 52.0 52.0 18% ge-04 81%
¥R 0166591.1 FREDICTED: Homo sasiens similar to forknezd box D4 like = 50.1 an.z 11% 0.023 92%
NM 1392442 Foma sap ens forkhead box D4-like 4 (FOXD4L4), MRNA 50.1 30.2 11% 0.023 92%
NM 0J1451.1 Fomao sap ens forkhead box FL (FOXFL], mRMNA 481 43.1 5% 0.013 91%
MM 0014521 Fomao sap ens forkhead box F2 (FOXF2), mRMNA 14.1 4d.1 3% 0.20 95%
NM 0121842 Fomao sap ens forkhead box D4-like 1 (FOKD4LL), mRNA £2.1 32.3 11% 0.80 92%
NM 001013735.1 Fomao sap ens forkhead box B2 (FOXB2), mIWA 421 42.1 7% 0.80 4%
NM 0121821 Foma sap ens ferkhead box B1 (FOXBL), mana 40.1 40.1 5% 3.2 83%
¥M 001130378.1 FREDICTED: Homo saziens similar to Farkhzad box protein L1 40.1 40.1 7% 3.2 85%
XM 941284 3 FREDICTED: Homo sasiens similar to Farkhzad box proteir L1 40.1 40.1 7% 3.2 a5%
NM_024496.2 Foma sap ens forkhead box AL (FOXAL), mANA 40.1 40.1 7% 3.2 84%

Figura 18. Principais Hits do Blastn da seqiiéncia primer A paciente. Observamos maior similaridade com o gene forkhead box L2 (FOXL2), mRNA.
RID: 1171058785- 14665-212308846844. BLAST(R.
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Accession Description Max score | Total score | Query coverage |_. E value | Max ident |

Transcripts

¥ 001131060.1 PREDICTED: Homo sapiens forkchead box _2 (FOXLZ), MRNA 103c 031 C7% n.a 9%
MM 023067.2 Homa sapiens far<head box L2 (FOXL2), mRMNA 1032 tC31 7% 0.0 99%,
MM 001453.° Homo sapiens for<head box CL (FOXCL), MRNA #2.7 143 2% Se-11 91%,
MM 005250.2 Homo sapiens for<head box L1 (FOXLL), mRMA 1.8 125 1% ge-13 100%
MM 012186.° Homo sapiens for<head box EZ (FOKES), MRNE 81.8 127 6% Be-13 39%,
M 001132770.1 PREDICTED: Homo sapiens forkhead box =3 (FOMEZ), maNA 81.8 123 2454 ge-13 a3%,
MM 004473.3 Homo sapiens for<head box E1 (thyroid transzription factor 2) 81.8 3.3 19% Ze-13 B4,
MM 005251.2 Homo sapiens forc<head box C2 (MFH-1, mesenchyme farkaead 1) 75.8 79.3 14%; 3e-12 3a%
MM 004472.2 Homo sapiens for<head box D2 (FOMDL), TRNA 7.8 79.3 19%5 Je-12 34%,
MM (0ad7e.? Homa sapiens far<head box D2 (FOXD2), MRNA 71.9 7.3 19%% Te-1] B3%
MM 004118.3 Homo sapiens forchead-like 2€ (Drosophilal (FKHL13), mRNA 6.9 35.3 19% 4e-03 a4
MM 012183.2 Homo sapiens for<head box D3 (FOXD3), TRNA 1.9 3.3 19% 7e-07 32%
MM 0332602 Homo sapiens for<head box QL (FOMQL), MRNA 61.9 5..3 3% Fe-07 91%,
MM 005249.3 Homa sapiens for<head box GLE (FIXG1E), mRNA 5E.0 38.0 7% le-03 78%
MM 001451.2 Homo sapiens for<head box FL (FOXFL), mRMA 4.1 1.1 3% 0011 a1%,
MM 207305.2 Homa sapiens for<head box D4 (FOXD4), MRNA LE.1 16.1 0% 0.042 a0%,
MM 001452.2 Homo sapiens for<head box F2 (FOXF2), mRMA 44.1 4.1 4% C..E 45%,
¥R 016691.1 PREDICTED: Homro sapiens similas zo farknead box D4 like 3 4z.1 32.3 11% C.62 42%,
¥M 928867.2 PREDICTED: Homo =apiens FOXD4-like &, transcript variart 1 4z.1 32.3 11% C.6E 92%
MM 199135.: Homo sapiens FOXD2- ke 2 (FOXD2L2], mRNA 4z.1 32.3 11% .62 92%,
MM 001013735.1 Homo sapiens forc<head box B2 (FOXB2), miNA 4z.1 12.1 3% C.62 a4
MM 199244,2 Homo sapiens for<head box D4- ike 4 (FOXD2L4], mRNA 42,1 32.3 1195 C.62 979,
MM 012182, Homa sapiens for<head box B1 (F2XB1), m3INA 401 10.1 3% 2.6 58%
XM 001130978.1 PREDICTED: Homo sapiens simila 2o Forkhzad box prctein _1 401 10,1 30 26 5o,
WM 9412822 PREDICTED: Homo =apiens simila~ 2o Forkhzad box prctein _1 4.1 10.1 3% 2.6 850,
MM 004496.2 Homo sapiens for<head box A1 (F2xA1), m3NA 401 10.1 3% 2.6 B6%
MM 012154.3 Homo sapiens forc<head box D4- ke 1 (FOXD2L1], mRNA 401 10.1 3% 26 42%,

Figura 19. Principais Hits do Blastn da sequéncia primer A pai. Observamos maior similaridade com o gene forkhead box L2 (FOXL2), mRNA.
RID: 1171058827-12912-62380090578. BLAST(S.
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Accession Description Max score | Total score Query coverage | _. Evalue Mant ident

Transcripts

MM 023067.2 Fomo sap ens forkhead box L2 (FOXL2], mRMA g40 933 70% 0. 93%
¥M 001131760.1 PREDICTED: Homo sadiens forkhead box _2 [FOXLZ), rRNA 749 737 55% 0. 93%
MM 025250.1 Fomo sap ens forkhead box LL (FOXLL], mRMA 30.1 50.1 9% 0.003 B5%
MM D12186.1 Fomo sap ens forkhead box E3 (FOXE3), mRNA 4.1 14.1 3% 0.21 100%
¥M 031132770.1 FREDICTED: Homo =saiens forkhead box 23 [FCXE3), mRNA 4.1 4.1 3% 0.21 L0C%
NM 004474.2 Foma sap ens forkhead box D2 (FOXDI), MRNA #1 44,1 3% 021 10C%
NM _013263.2 Fomo sap ens additiona sex combs like 2 (Drosophila) (ASXLZ), 4.1 4.1 3% 071 95%
NM 0244723 Fomo sap ens forkhead box D1 (FOXD1), MRNA 4.1 4.1 3% 0.21 L0C%
MM 0330431 Foma sap ens praline rich & (PRRB), mRHA 2.1 1.1 3 0,83 g59,
¥M 939705.2 FREDICTED: Homo saxiens similar to Homreobox even-sk ppad 40.1 10.1 2% 3.3 100%
¥M 237963.F FREDICTED: Homo saziens similar to Homreobox even-sk ppad 40.1 10.1 2% 3.3 100%
MM 000522.2 Foma sap ens homeokaox A13 (HOXAIZ), mANA 101 0.1 5% 3.3 83%

Figura 20. Principais Hits do Blastn da sequiéncia primer C2 pai. Observamos maior similaridade com o gene forkhead box L2 (FOXL2), mRNA.
RID: 1171058849-18804-181703137370. BLASTQL
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Accession Description Max score | Total score | Query coverage . E value | Max ident |

Transcripts

%M 001131060.1 PRECICTED: Horao sepiens forkhead bow L2 (FOXL2), TRRA 1112 1117 93% 0.0 ggay
MM 023057.2 Homo sapiens “orchead box L2 [FCXL2), mRNA 1112 1112 98% 0.0 9E%
MM _005250.1 Homo sapiens ‘orchead box L1 [FOXL1), mRNA 85.5 13¢ 2500 Ee-17 107%
MM 0C01453.1 Homo sapiens “orchead box CL (FOXCL), mRHA 85.7 1472 18% Ee-14 g1og
MM 012136.1 Homo sapiens “orchead box E3 (FOXEZ), mRNA 83.3 12 28% Ze-13 85%
XM 001132770.1 PREDICTED: HoTao sepiens forkhead box E3 (FOXZ3), mRNA 83.3 125 26% Ze-13 9%
MM 005251.1 Homo sapiens “orchead box C2 (M7H-1, mesenchyme “orichead 1) 78.3 121 19% 4e-12 g%
HnM 004473.3 Homo =apiens “crichead box EL (thyrcid transcr ption factor 2] 74.3 79.8 15% 4e-12 34%
M 0Cd472.2 Homo sapiens “orchead box DL (FOXDL), mRHA 77.3 77.3 15% le-11 240y
NM 0C4118.3 Homo =apiens “orchead-like L8 (Drosophia) (FKHL1S), mANg 13.3 73.8 23% Ze-10 82%
MM 0044742 Homo sapiens “orchead box D2 (FOXD2], mRNA 69.3 §0.9 15% de-09 gzon
NM 033250.2 Homo sapiens “orchead box QL (FOXQL], mRMNA £1.3 £1.9 7% Ce-07 91%
HNM 012133.1 Homo sapiens ‘orchead box D3 (FOXD3], mRMNA 60.0 60.0 18% Ze-06 80%
¥M 9:8857.2 PREDICTED: HoTo sepiens FCXC4-like 6, transcriot varznt 1 53.1 93,1 11% 1e-05 97%
NM 129135.1 Homo sapiens "0XD4-liks 2 (FOXD4L2, mRNA 58.0 98.1 11% 1e-05 92%
MM 005249.3 Homo =apiens “orchead box GLB (FOXGLB), mANA 56.0 56.0 30% Ee-05 TE%
MM 207325.2 Homo =apiens “crchead box D4 (FOXD4], mRMNA 52.0 52.0 18% fe-04 a0og
XR 0165911 PRECICTED: HoTao sepiens sim lar to forkhead box C4 like 3 50.1 90,2 11% £.003 9zo%
MM 1552442 Homo =apiens “crchead box D4-liks 4 (FOXD4L4], mRNA 50.1 90,7 118 0.003 azo
MM 0014511 Homo sapiens “or<head box F1 [FCXFL), mRNA 45.1 48.1 ceg C.023 31%
MM 001453.1 Homo sapiens “orchead box F2 [FOXFZ), mRNA 44,1 44,1 oy 2,20 ggoy
MM 0121343 Homo =apiens “crchead box D4-liks 1 (FOXD4LL, mRNA 42.1 22.3 11% 7.81 7o
MM 0010137351 Homo =apiens “orchead box B2 (FOXB2), mRMA 42.1 43.1 705 0.81 4oy
HNM 0121321 Homo =apiens “crchead box BL (FOXB1), mRMA 40.1 40.1 £og 3.2 8E°%,
XM 0011309761 PREDICTED: HoTao szpiens sim lar to Forkread box protein _1 40.1 40.1 7oL 3.2 ey
XM 941234.2 PRECICTED: HoTao sepiens sim lar to Forkkead box protein _1 40.1 an,1 7o 3.2 gEog
M 004436.2 Homo =apiens “crchead box AL (FOXA1), mRMA 40.1 40.1 7%, 3.2 adog

Figura 21. Principais Hits do Blastn da seqiiéncia primer A M&e. Observamos maior similaridade com o gene forkhead box L2 (FOXL2), mRNA.
RID: 1171051094- 2984-173705330810. BLAST(R.
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Accession Description Max score | Total score | Query coverage |_ E value Max ident

Transcripts

MM C023057.2 Homo sapiens forkhead bax L2 (FOXLZ), mRNA 240 933 99% 0.0 ggog
XM C011310€0.1 PRECICTZD: 4omo sap ens forknead box _2 [FOXL2), mRANA 749 737 7% .0 99%
MM C05250.1 Homo sapiens forkhead bax L1 (FOXL1), mRNA 50.1 50.1 13% 0.302 365,
MM C12136.1 Homo sapiens forkhead box E3 (FOXE3], mRNA 441 4.1 4% 0.1s 100%
XM 001132770.1 PRECIZTZD: Hamo sap ens forkcnead box 23 (FOXEZ), mRNA 441 4.1 L 0.15 100%
MM [04474.2 Homo sapiens forkhead box D2 [FOXDZ), TRNA 441 4.1 L' 0.15 100%
MM [18253.3 Homo sapiens adcitioral sex combs ike 2 (Drososhia) (A3XL2), 441 4.1 55 0.15 965
MM [04472.2 Homo sapiens forkhead box D1 [FOXD1), TRNA 441 4.1 L' 0.15 100%
MM [53043.1 Homao sapiens proline rich & (PRRE], mRNA 42.1 421 55 0.58 965
XM £39725.2 PRECICTZD: 4omo sap ens =miar to Horeoaox even-skipped 401 40.1 4 7.3 1007
XM 792953.6 PRECIZTZD: 4omo sap ens =miar to Horeoaox even-skipped 401 40.1 4 2.3 100%
MM C00522.3 Homo sapiens horeobox A12 (FOXALS), mRNA 401 40.1 7% 7.3 28%
XM C01130978.1 PRECIZTZD: Homo sap ens s mi ar to Forkhead bax protzin L1 38.2 3.2 4% .1 g5oy
XM 412342 PRECIZTZD: 4amo =ap ens =miar to Forkhead bax protzin L1 38.2 38.2 4% c1l 958
MM C05134.2 Homo sapiens CC&AT 'enhancer bincing protein (C/EEF), beta 38.2 38.2 3% c.1 100%
MM [15079.2 Homo sapiens TBC. doman faTily, member 28 (TBZ1D23], mRNA 38.2 38.2 3% .1 100%
XM S41436.1 PRECIZTZD: Hamo sap ens s miar to coiled-coil domain canta ning 42 8.2 38.2 3% .1 100%
XM 2735473 PRECIZTZD: Hamo sap ens s miar to coiled-coil domain canta ning 42 8.2 38.2 3% .1 100%
MM [21228.1 Homao sapiens serne arginire-rick pre-mRNA splicing factor SR-A1 8.2 38.2 L' .1 9585
MM C05073.1 Homao sapiens transducin-| ke enhatcer of split 3 [E(zp1) homolog, 8.2 38.2 L' .1 9585

Figura 22. Principais Hits do Blastn da segiiéncia primer C2 Mae. Observamos maior similaridade com o gene forkhead box L2 (FOXL2), mRNA.
RID: 1171058769-10026- 106656017453. BLAST(R.
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Accession Description Max score | Total score | Query coverage |_. Evalue Max ident

Transcripts

%M 2011310631 PREDICTZD: Homo sapiens forkhzad box L2 (FCHL2), mRNA =00 500 338 1a-133 gae;,
M 123057.2 Fomo sapiens forkhead box L2 (FOXLZ), mRNA =00 500 A% 1e-138 559,
M 205250.1 Fomo sapiens forkhead box L1 (FOXLT), mRNA 60.0 60.0 10% 3e-06 87%
MM 2121361 Fomo sapiens forkhead box B3 [FOXZ3), mRAA 54.0 54.0 4% 2e-04 100%
XM 2011327721 FREDICTZD: Homo sapiens forkhzad box E3 (FOXES], mRNA 54.0 54.0 49, 204 100%,
NM J04474.2 Fomo sapiens forkhead box D2 (FOXD2), mRNA 54.0 54.0 40 2g-04 100%
NM 204472.2 Fomo sapiens forkhead box D1 (FOXD1), mRNA 54.0 54.0 40 2g-04 100%
MM 05249.3 Foma sapiens forkhead box GLB (FOXGLE), mRNA 461 46.1 45 2.051 96%
MM 01453.1 Fama sapiens forkhead box CL (FOXCL], mRNA 461 46.1 deg 2.051 96%
NM 012133.1 Foma sapiens forkhead box D3 (FOXD3], mANA 461 46.1 deg 2.051 96%
WM 204118.3 Fomo sapiens forkhead-like 18 [Drosophia) (FKH.18), mRNA 46.1 46,1 4 2,051 96%
¥M 328357, FREDICTZD: Homo sapiens FCXD4-like 3, transcrps variant 1 421 43,1 7% 0.80 a7%
MM 199135.1 Foma sapiens FOXD4-like 2 [FOXD4L2), mRNA 42.1 42,1 7% 0.80 87%

Figura 23. Principais Hits do Blastn da sequiéncia primer C2 paciente. Observamos maior similaridade com o gene forkhead box L2 (FOXL2),
MRNA.RI D: 1171058811-12144-13329616666. BLAST(RB.
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A andlise dos resultados do Blastn nos mostra a identificacéo de dois
principais hits com similaridade de seqiiéncia as amostras avaliadas muito superior
aos outros hits apresentados no Blastn (Figuras 18 - 23). Estes hits sGo o Homo

sapiens forkhead box L2 (FOXL2), mRNA, NM_023067.2, Gl:42716284 e o

2aal1005 © U -

PREDICTED: Homo sapiens forkhead box L2 (FOXL2), mRNA, XM_001131060.1,
FOXL2 com 2744pb e o segundo (Gl: 113415274) representa a predicdo de uma
sequiéncia através do uso de andlise computacional automatizada, do gene FOXL2

com 1269pb.

As seqliéncias foram entdo submetidas a ferramenta Clustal W para
resultado do Clustal W mostrou 6timo alinhamento entre as seqiéncias primer A das
trés amostras analisadas. Entretanto, o Clustal W das seqliéncias primer C2 das trés
amostras mostrou um perfeito alinhamento destas até a altura da base 863 da
sequéncia referéncia, e apds a qual ocorre uma perda do pareamento. Notamos que a
perda do pareamento se deve a ateracdo em bases na amostra da paciente (Figura
24). Foram submetidos novamente, ao Clustal W, a seqiiéncia referéncia e as
sequiéncias primer C2 das amostras do pa e a mée. Observamos entdo um 6timo
alinhamento entre estas trés sequéncias, sugerindo uma provavel alteracdo na

segiéncia da paciente (Figura 25).

) [ Formatado: Portugués (Brasil) ]

) [ Formatado: Portugués (Brasil) ]

) [ Formatado: Portugués (Brasil) ]
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CLUSTAL W (1.83) nultiple sequence alignnment

Pai -prim C2

Mae- pri m C2
FOXL2- REF.

Paci ente- pri m C2

Pai - prim C2
Mae-prim C2
FOXL2- REF.

Paci ent e- pri m C2

Pai -prim C2
Mae-prim C2
FOXL2- REF.

Paci ent e- pri m C2

Pai -prim C2
Mae-prim C2
FOXL2- REF.

Paci ente-pri m C2

Pai -prim C2
Mae-prim C2
FOXL2- REF.

Paci ente- pri m C2

Pai -prim C2
Mae-prim C2
FOXL2- REF.

Paci ent e-pri m C2

Pai - pri m C2

Mae- prim C2
FOXL2- REF.

Paci ente-pri m C2

Pai -prim C2

Mae- prim C2
FOXL2- REF.

Paci ente-pri m C2

Pai -prim C2

Mae- pri m C2
FOXL2- REF.

Paci ente- pri m C2

--------- GGCAACTACT GGACGCT GGACCCGGCCT GCGAAGACAT GT TCGAGAAGGEEC
--------- GGCAACTACTGGACGCT GGACCCGGCCT GCGAAGACAT GT TCGAGAAGEGC
GAGCGCAAGGGCAACTACT GGACGCT GGACCCGECCT GCGAAGACAT GT TCGAGAAGGEC
- - ACGCAAGGGCAACTACT GGACGCT GGACCCGGCCT GCGAAGACATGT TCGAGAAGGEC

Khkkkkkkkkkkkhkhkkkkkkhkkkkkkkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkk k k%

AACT ACCGGCGCCGCCGCCGECATGAAGAGGCCCT TCCGECCGCCGECCCGECGCACT TCCAG
AACT ACCGGCGCCCCCGCCGCAT GAAGAGGCCCT TCCGECCGCCGCCCGCGCACT TCCAG
AACT ACCGGCGCCGCCGCCGCAT GAAGAGGCCCT TCCGECCGCCGCCCGCGCACT TCCAG
AACT ACCGGCGCCGCCGCCGCAT GAAGAGGECCCT TCCGECCGCCGCCCGCECACT TCCAG

L

CCCGGCAAGGGEECT CTTCGEEECCGEAGGECGECCECAGGCGEEGET GCGECGT GECGEEEEEC

P R

GGGGECCGACGECTACGGECTACCT GGCGCCCCCCAAGT ACCTGCAGTCTGGCTTCCTCAAC
GGGGECCGACGECTACGGECTACCT GGCGCCCCCCAAGT ACCT GCAGT CTGGCTTCCTCAAC
GGGGECCGACGECTACGECTACCT GGCGCCCCCCAAGT ACCT GCAGTCTGGCTTCCTCAAC
GGGGECCGACGECTACGGECTACCT GGCGCCCCCCAAGT ACCTGCAGTCTGGCTTCCTCAAC

P

AACT CGT GGCCGCTACCGCACGCCTCCC| CACCCATGCCCTATGCCTCCTGCCAGATGGECG
AACTCGTGGCCGCTACCGCAGCCTCCCT CACCCATGCCCTATGCCTCCTGCCAGATGECG
AACT CGTGGCCGCTACCGCACGCCTCCC| CACCCATGCCCTATGCCTCCTGCCAGATGGECG
AACT CGT GGCCGCTACCGCAGCCNCCT NNCCI\INI\ICI)C'I'NNNI\K:NI\ENGGO\JAAANGGGG

kkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkk k*k ** o * % * ok * * *k ok Kk kk ok

GCAGCCGCAGCGGECT GCAGCAGCT GCGECTGCAGCCGCGEEECCCCGGET AGCCCT GECGCG
GCAGCCGCAGCGGECT GCAGCAGCT GCGGECT GCAGCCGCGEECCCCEGT AGCCCT GECGLG
GCAGCCGCAGCGGECT GCAGCAGCT GCGGECT GCAGCCGCGEGECCCCEET AGCCCT GGCGLG
GAAI\m\lNANl\G\ITNGNACAACT TGN%TNG\IANCCNNGGI\ICCGJG\IAAWI\KXH\INNG

* Kk Kk * * * Kk kk * ok kK *k kkkkk * ok k * %

GCCGCTGT GGT CAAGGGEGECT GECGEGECCCGEECCGCCT CGTACGEGCCGT ACACACGCGT G
GCCGCTGT GGT CAAGGGEGECT GEGCGEECCCGEECCECCT CGTACGGEECCGTACACACGCGT G
GCCGCTGT GGT CAAGGGEECT GECGEGECCCEECCGECCT CGTACGEGCCGT ACACACGCGT G
NCCNTTNI\KBNNAAAG(XIET NGGGGEECCCGGECCCCT TCTAANGGNCNNAAANNNCCNNGG

* % * *okk ok Kk kk kkkkkhkkkkKk K kK * kk * * * *

CAGAGCATGECGCT GCCCCCCGECGT AGT GAACT CGTACAAT GGCCT GGGAGGCCCGCCG
CAGAGCATGECGCTGCCCCCCCECGT AGT GAACT CGTACAAT GGCCT GGGAGGCCCGCCG
CAGAGCAT GGCGCTGCCCCCCGECGTAGT GAACT CGT ACAAT GBCCT GGGAGGCCCGCCG
AAAANANGGGNNT TNCCCCCCGGNNAAT GNAANNCNAANAAGGGECNGGGAAGGCCGECGEG

* ok * % ko okk kKK KKK * * K * * kK kKK *k kK KKk KKk K

GCCGCACCCCCGCCT CCGCNGGAAAAAACAANNGNAT TNNGNAAGCACANCNATTTGGNN
GCCGCACCCCCGCCT CCGCGNCAAAAANCANCGNA- - TNCGCACGCACACCNATTTNGGG
GCCGCACCCCCGCCT CCGCCGECACCC- CCACCCGCA- TCCGCACGCACACCATCTGCACG
GCNGAACCCCNGCT TCCH?AAAANNA NNAANNCIEATTTGGNANNGAAAACAATTCXJ\IAG

kk ok kkkkk kk Kk Kk
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Figura 24, Resultado do Clustal W. Sequéncias primer C2 das trés amostras (pai, mée e

base 864 do gene referéncia por alteragdo na seqiiéncia da paciente (quadrado vermelho).
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AT

Pai
Mae
FOXL2- REF.

Pai
Mae
FOXL2- REF.

Pai
Mae
FOXL2- REF.

Pai
Mae
FOXL2- REF.

Pai
Mae
FOXL2- REF.

Pai
Mae
FOXL2- REF.

Pai
Mae
FOXL2- REF.

Pai
Mae
FOXL2- REF.

Pai
Mae
FOXL2- REF.

CLUSTAL W (1.83) nultiple sequence alignnent

--------- GGCAACTACTGGACGCT GGACCCGGECCT GCGAAGACAT GT TCGAGAAGGEEC
--------- GGCAACTACT GGACGCT GGACCCGGCCT GCGAAGACAT GT TCGAGAAGGGEC
GAGCGCAAGGGCAACTACT GGACGCT GGACCCGGECCT GCGAAGACAT GT TCGAGAAGEEC

R Y

AACT ACCGGECGCCGCCGCCGCAT GAAGAGGCCCT TCCGGECCGCCGCCCGCGCACT TCCAG
AACTACCGECGCCGCCGCCGCAT GAAGAGGCCCT TCCGGCCGECCGCCCGCGCACT TCCAG
AACT ACCGGECGCCGCCGCCGCAT GAAGAGGCCCT TCCGGECCGCCGCCCGCGCACT TCCAG

L

CCCGGCAAGGGEGECT CTTCGEEECCEGAGECGECCGECAGECGEGEGET GCGECGT GECGGEGEEECC
CCCGGCAAGGEGECTCT TCGEEECCEEAGECECCECAGECEEGET GCGECGT GECEEECECC
CCCGGCAAGGGEECT CTTCGEEECCEEAGECGECCECAGECGEEGT GCGECGT GECGEEEECC

P )

GGGEGECCGACGECT ACGECTACCT GGCGCCCCCCAAGTACCT GCAGTCTGECTTCCTCAAC
GGGGCCGACGECTACGGCTACCT GGCGOCCCCCAAGT ACCT GCAGT CTGGCTTCCTCAAC
GGGGCCGACGGECTACGGCTACCT GGCGCCCCCCAAGT ACCTGCAGT CTGGCTTCCTCAAC

L

AACTCGTGECCGCTACCGCAGCCT CCCTCACCCATGCCCTATGCCT CCTGCCAGAT GGCG
AACTCGTGECCGCTACCGCACGCCT CCCTCACCCATGCCCTATGCCT CCTGCCAGAT GGCG
AACT CGT GBCCGCTACCGCAGCCT CCCTCACCCATGCCCTAT GCCTCCTGCCAGATGECG

hkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkk kkkkk kv kkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkk kk k ok k %

GCAGCCGCAGCGGECT GCAGCAGCT GCGGCT GCAGCCGECGEEECCCCGEGT AGCCCT GECGCG
GCAGCCGCAGCGGECT GCAGCAGCT GCGGECT GCAGCCGCGEEECCCCGEGT AGCCCT GECGCG
GCAGCCGCAGCGGECT GCAGCAGCT GCGGECT GCAGCCGCGEGECCCCEET AGCCCT GGCELG

hkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkkkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kk kk k%

GCCGCTGT GGT CAAGGGGECT GECEEECCCEECCECCT CGTACGEECCGTACACACGCGT G
GCCGCTGT GGT CAAGEGEGECT GECEEECCCEECCECCT CGT ACGEECCGTACACACGCGTG
GCCGCTGT GGT CAAGGGECT GECGEECCCGEECCECCT CGTACGEGECCGT ACACACGCGT G

hkkkkkkhkkhkkkkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkk kk k k k%

CAGAGCAT GGCGCTGCCCCCCGEEOGT AGT GAACT CGTACAAT GGCCT GGGAGGCCCGLCG
CAGAGCAT GGCGCTGCCCCCCGEEOGT AGT GAACT CGTACAAT GGCCT GGGAGGCCCGLCG

CAGAGCAT GECGCT GCOCOCCGE0GT AGT GAACT CGTACAAT GGCCT GRGAGGCCOGOCG
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Figura 25. Resultado do Clustal W. Seguéncias primer C2 das duas amostras (pai e mée) e

estando presente a sequiéncia da paciente. Retangulo vermelho mostra bases 864 em azul.

CodonCode Aligner, bem como do eletroferograma, observamos também um

- [ Formatado: Inglés (EUA) ]

[Formatado: Portugués (Brasil) ]

Na andlise das seqliéncias obtidas através do uso do programa

pareamento das segliéncias obtidas com o primer A das trés amostras e uma perda

deste pareamento nas sequéncias obtidas com o primer C2 (Figura 26 e 27).
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Analisando atentamente a regido do inicio da perda do pareamento, foi detectada uma
provavel mutagdo, do tipo delecdo, de uma base de timidina na seqiiéncia da paciente
(Figuras 27 e 28). Observamos também que a sequéncia da paciente apds a base
mutada apresenta bai xa qualidade, com interposicéo de bases e muitos erros de leitura

(Figura 27).
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Figura 26. Pareamento das trés seqiiéncias no CodonCode Aligner. Observa-se pareamento perfeito entre as seqiiéncias primer A das amostras Pai,
Mée e Paciente.
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Figura 28. Pareamento das trés segiiéncias no CodonCode Aligner. Detalhe da provével mutagdo, uma delecdo da base timidina na sequiéncia obtida

da amostra da paciente (Setas). Nota-se um erro de |eitura desta base no eletroferograma da paciente (Primeiro tragado de cima para baixo) seguido

de varios erros de |eitura no restante desta sequiéncia.
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Para avaliar a cobertura da regido codante do gene FOXL2 pelas
sequéncias obtidas de boa quaidade, foi submetida ao Blastn a sequéncia contig
produzida pelo software CodonCode Aligner a partir das seqiiéncias primer A e
primer C2 do pai e da méde. As seqUéncias da paciente foram excluidas desta etapa
devido a provavel mutagdo encontrada e que atrapalharia o resultado do Blastn. O
resultado deste Blastn mostrou um alinhamento com os principais hits encontrados
anteriormente. O melhor alinhamento ocorreu com a sequéncia escolhida como

referénciaNM_023067.2, GI:42716284 (Figura 29).

Sequences producjng significant, alignments: Score ,E Value
ref| NM 023067. 2 Hono sapi ens forkhead box L2 (FOXL2), nRNA 1798 0.0
ref | NT_005612. 15| Hs3_5769 Honp sapi ens chronmpsone 3 genomic cont 1798 0.0
ref| NW921807. 1| HsCr aAADB02_141 Hono sapi ens chronosone 3 gen... 1606 0.0
ref| XM 001131060. 1| PREDI CTED: Honmo sapi ens forkhead box L2 (FOX 1592 0.0
ref | NM 005250. 1] Hormp sapi ens forkhead box L1 (FOXL1), nRNA 95. 6 9e- 17
ref| NT_010498. 15| Hs16_10655 Honp sapi ens chronpsone 16 genomic ¢ 95.6 9e- 17
ref| NW 926528. 1| HsCr aAADB02_566 Honmp sapi ens chronpsone 16 ge... 95.6 9e- 17
ref| NM_001453. 1 Honp sapi ens forkhead box Cl (FOXCl), nRNA 85.7 8e-14
ref| NT_034880. 3| Hs6_35042 Honp sapi ens chronosonme 6 genonic cont 85.7 8e- 14
ref | NW 922984. 1| HsCr aAADB02_247 Honp sapi ens chronpsone 6 gen... 85.7 8e- 14
ref| NM 012186. 1 Honp sapi ens forkhead box E3 (FOXE3), nRNA 83.8 3e-13
ref| XM 001132770. 1] PREDI CTED: Hono sapi ens forkhead box E3 (FOX 83.8 3e-13
ref| NT_032977. 8| Hs1_33153 Honp sapi ens chronpsonme 1 genonic cont 83.8 3e-13
ref| NW921351. 1| HsCr aAADB02_10 Hono sapi ens chronosone 1 geno... 83.8 3e-13
ref| NM 005251. 1 Honp sapi ens forkhead box C2 (MFH 1, nesench... 79.8 S5e-12
ref| NM_004473. 3 Honp sapi ens forkhead box E1 (thyroid transc... 79.8 5e-12
ref| NT_008470. 18| Hs9_8627 Honp sapi ens chronobsonme 9 genonic cont 79.8 S5e-12
ref | NW 924539. 1| HsCr aAADB02_387 Honp sapi ens chronpbsone 9 gen... 79.8 5e-12
ref| NM_004472. 2| Hono sapiens forkhead box D1 (FOXD1), nRNA 77.8 2e-11
ref| NT_006713. 14| Hs5_6870 Honp sapi ens chronosone 5 genonic cont 77.8 2e-11
ref | N\W922729. 1| HsCr aAADB02_224 Honp sapi ens chronbsone 5 gen... 77.8 2e-11
ref| NM 004118. 3 Hono sapi ens forkhead-1ike 18 (Drosophila) (FKH 73.8 3e-10
ref | NT_028392. 5| Hs20_28551 Honp sapi ens chronpsone 20 genomic co 73.8 3e-10

Figura 29. Blastn da sequiéncia contig das amostras primer A e C2do pai e damée.

O contig submetido ao Blastn apresentou 100% de identidade em 907
bases, que correspondem ao fragmento da base 193 até 1099 do gene referéncia cujo
éxon compreende fragmento de 1131pb (base 238 — 1368) (Figura 30). Comparando

a seguiéncia obtida no contig com a regido codante do gene referéncia, foi observado
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gue as seqiiéncias obtidas com boa qualidade cobriram as primeiras 842pb do éxon do

gene FOXL2.

>ref | NM_023067. 2| Honp sapi ens forkhead box L2 (FOXL2), nRNA Lengt h=2744
Score = 1798 bits (907), Expect = 0.0
ldentities = 907/907 (100%, Gaps = 0/907 (0% Strand=Pl us/ Pl us

Query 6 GAGCGGAGAGCAGAGGECEECCCEECCECEECECECCEECT TTGTCATGATGECCAGCTAC - 65

oot 190 CHLEANNEEL AL RS o
Query 66 CCCGAGCCCGAGGACGCGEECEEEEECCCT GCTGECCCCAGAGACCGGTCCCACAGTCAAG 125
T T i i i
Query 126 GAGCCAGAAGGECCGCCECCGAGCCCAGGCAAGEECEGT GEEEET GECEECCGEGACAGCC 185

Sojct 313 II||I||II||I||II||I||I||II||I||II||II| NN ”ll”ll”lllelolc 372

Query 186 CGCCATG 245

R T i
oo son LR LR L T T e
e sunyittssuii{nsavinninuivinastuiinumiviin nssivin e
b it T
Query 426 485

Sbict 613 kk&k&&%%&%%%%&&%&#&k&%&kk&%&b& 672
i

Query 546 CTCTTCGEEECCCGAGGECGECCECAGGCGEEGET GCEECGT GEGCGEECECCEEEECCGACGEC 605

et aa CoEO LR R PR o

psbaol iy i sw vttt
ppbaoquy i viskiaskinwi Nt ssindsk sl syl v i i
SNPRU vt anitin assaiii st sasnniiit hanliopen
(Sg;JeLi/ ;jg IIGGI:_JGHT |||||| (RN &IMIIIII%&&E&#HH igzz
OO it i A T
ey o0 oo o1

Sbhjct 1093 LZCJTHZ(I 1099

Figura 30. Alinhamento pelo Blastn da sequiéncia contig obtida no CodonCode Aligner com
a sequéncia que apresentou maior identidade com a seqiéncia testada. Esta seqiiéncia

corresponde a seqiiéncia referéncia utilizada para comparagdes.
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A andlise da repercussdo da mutacao, identificada na amostra da paciente, na
seqliéncia de aminoécidos da proteing, foi realizada através da identificagdo dos cddons com
0 uso da ferramenta ORF finder (NCBI). A sequiénciareferénciafoi submetida ao ORF finder
para a identificagdo das matrizes abertas de leitura, dos codons e da segiiéncia protéica
(Figura 31 e 32). Posteriormente foi realizada a delecéo da timidina, base 864 da seqliéncia
referéncia do gene FOXL2. Esta seqiiéncia entdo, com a delecéo identificada na amostra da
paciente foi também submetida a0 ORF finder para identificagcdo das matrizes abertas de
leitura, dos cddons e da sequiéncia de aminoacidos (Figura 33). As duas seqliéncias de

proteinas foram entdo submetidas ao alinhamento pela ferramenta Clustal W.

Foi observado através do ORF finder que a delecdo da base timidina
determina uma modificacdo importante na seqiéncia de aminoacidos a partir do segundo
codon apo6s a mutagdo (Figura 34). O codon da delecéo e o cddon subsequente, apesar da
mutagdo, determinaram a sintese do mesmo aminoacido (Figura 32 e 33). Além disso, ocorre
0 aparecimento de um cédon de terminagdo ap6s o aminoacido 269 da seqiiéncia mutada, ou

sgja, cercade 107 aa. antes do esperado para uma proteina FOXL2 normal (Figura 33 e 34).
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1 tgggcggact

61 aggggaagga
121 cagtctccag

181 cgccagcgcec
241 at ggccagct
301 cgcacagtca
361 ggcgggacag
421 ctcatcgcca
481 cagtacatca
541 atccgccaca
601 gagcgcaagg
661 aactaccggc
721 cccggcaagg
781 ggggccgacg
841 aact cgtggc
901 gcagccgcag
961 gccgct gt gg
1021 cagagcat gg
1081 gccgcacccc
1141 gccgecgecac
1201 ctcagccctg
1261 ggcct gcagt
1321 gaccacgaca
1381 tgccggtgca
1441 acgacgccgc
1501 gggtccctct
1561 ttatgtcctc

1681 ccaaattcac
1741 ctcttggect
1801 tgcagtccat
1861 gggacggacc
1921 tgccgcgggag
1981 gctccacggc
2041 ccgct at cag
2101 ttgaaagatc
2161 caccgggcaa
2221 aaaagcttta
2281 ccttcaaaaa
2341 ccaattgggg
2401 cggatctttc
2461 tgggacggct
2521 aaggagaaat
2581 ccggcccgaa
2641 ctagagagaa
2701 tcgattcccg

ccccat ggece
gaggggagag
aagtttgaga
t ggagcggag
accccgagec
aggagccaga
ccccggagaa
t ggcgat ccg
tcgcgaagtt
acct cagcect
gcaactactg
gcecgecgecg
ggctcttcgg
gct acggcet a
cgct accgea
cggct gcagce
t caaggggct
cgct gccecce
cgcctccgece
cgccgectge
ccagcccagce
tcgettgtge
gcaagaccgg
gacggat gcg
cgccagectg
gtgctttttc
ct gt gct cac

cgcggaaagyg
tctctcacag
ggct agacgce
aatacgtgtg
cccact aggc
ct gt act cgg
tccegt cget
ggt ggaact t
ccggggaagt
gtattcctca
gctgtgttca
aagtttcacc
gat gcaagt ¢
cgtcctccect
gt gaaacccg
aaccat agac
ct agagcact
aataaatttt

agaggct gag
cagcgacagg
cttggecegta
agcagaggcg
cgaggacgcg
agggccgeeg
gccggacccg
cgagagcgcg
ccegttctac
caacgagt gc
gacgct ggac
cat gaagagg
ggccggagge
cct ggecgecce
gcctcectca
agct gcggcet
ggcgggececg
cggcgt agt g
gcacccccac
cccaccgcac
caccgccgeg
ccggcagecce
cgcgct gecat
aggat gcagg
acct cacacc
gctttcctaa
ct ccect gacc

gcccggggcg
gtcggtgcge
gccggacagg
tttgctccge
9999cggg9gg
tttacaccgc
tcgggcacct
tttaagagag
attgtggcct
tcttctectte
gagt t aggag
ctctccctat
ctggaggcag
getttttott
gcagcggcecg
ctggttgtac
tttgttgtgt
gtgttccttc

ct ccactccc
cctccagcaa
agcggactcg
gcccggecgce
gcgggggece
ccgagcccag
gcgcagaagce
gagaagaggc
gagaagaat a
tt cat caagg
ccggect geg
cccttcegge
gcecgeaggeg
cccaagt acc
cccat gecct
gcagecgegg
gccgcect cgt
aact cgt aca
ccgcat ccge
cacggggccy
ccececeggege
gagct cgcca
tcgcgect cg
gacgcgcgac
ct ct gggecce
gctcctgtcg
t ct gt gacct

gaggt gcgac
tcgctctccg
act gat ggcg
gaaccctctt
ttgggaccca
gggcgggege
ccgggecccg
tatttaaaaa
tggagtttgce
t ggaagat t t
aat at at cca
ct gaagaaaa
ggagat cact
tttcaaacct
acct aggcgg
tgtagctt gt
ttttttgttt
ttttaaaaaa

gccggecgcet
gcaagcgcegg
tgcgccccaa
ggcgegecegg
tgctggeccc
gcaagggcgg
ccccgtactc
tcacgctgtc
agaagggctg
tgccgegega
aagacat gtt
cgcecgeccge
ggt gcggegt
tgcagtctgg
atgcctcctg
gcceccggt ag
acgggccgt a
atggcctggg
acgcacacca
ccgcgecgcece
ccgcgeccac
tgatgcattg
at ctct gaga
gccggecccg
gcct ct ggag
ctcctcectttg
tgcact cccc
ggagccccag
cgggegtcgg
cgttcccecge
ggaccgcgct
gaagctgttc
gcgggagcecg
ggagggaggc
gcggcet gget
aaaaaaaagg
t aaat ccaaa
gcgtt agagt
at aaaagat g
aaat caaaaa
gcctgect gg
cctgcttctc
tcttgtggcec
tgtttggggg
tgtttttgtt
aaaa

ccct agggga
gcggcat ccg
ctctttgecg
ctttgtcatg
agagaccggt
tgggggt ggc
gtacgtggcg
cggcat ct ac
gcaaaat agc
gggcggceggce
cgagaagggc
gcacttccag
ggcgggcegcece
cttcctcaac
ccagat ggcg
ccctggegeg
cacacgcgtg
aggcccgcecg
tctgcacgcg
gccgggecag
cagt gcgccg
ctcttactgg
gcccaccgca
gt cgcagccg
ccagcgccca
tcccct cagt
tggcct gaag

cagcgcagac
ccgact gccg
gcccgagaaa
agaagccgct
gggcagect g
tgcgtttcct
aatgttttgt
aaaaaaaat t
t at gaaaat ¢
ttttgttggg
gtttcgtcta
caaat gt ccc
cccacgct gc
ccacctt ggg
cggagceggce
accaaatttt
ttttgccttg

Figura 31. Sequénciareferéncia do gene FOXL2 completa. NM

azul aseqiiéncia CDS da base 238 a base 1368 do gene.

_023067.2, G1:42716284. Em

e

Excluido: {

e  E  EEE ]

[ Formatado: Portugués (Brasil) ]
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46

91

136

181

226

271

316

361

406

451

496

541

586

631

676

721

766

811

856

901

946

991

1036

1081

1126

gccagct accccgagcccgaggacgcggcgggggecctg
A S Y P EPEDAAGA AL
ct ggccccagagaccggt cgcacagt caaggagccagaagggccg
L APETGRTVIKEPE GP
ccgccgageccaggcaagggceggt gggggt ggcggegggacagcece
P PSP GKGGGGGGGT A
ccggagaagccggacccggcgcagaagcccccgtactcgtacgtg
P K P P Q K P P Y S Y V
gcgctcatcgcc gcgatccgcgagagcgcggagaagaggctc
A L I A Al R E S A E KR L
acgct gt ccggcat ct accagt acat cat cgcgaagttcccgttc
T L S GI Y QY I I A K F P F
t acgagaagaat aagaagggct ggcaaaat agcat ccgccacaac
Y E K NKKGWQN S I R HN
ct cagcct caacgagt gctt cat caaggt gccgcgcgagggcggce
L S L NE CF I K 'V P R E G G
ggcgagcgcaagggcaactactggacgctggacccggcctgcgaa
G R K N Y WT L P C E
gac ttcgagaagggcaactaccggcgccgccgccgc aag
D FE K GNYRIRIRRR K
aggcccttccggccgccgcccgcgcacttccagcccggcaagggg
P P A HF Q P G K
ctcttcggggccggaggcgccgcaggcgggtgcggcgtggcgggc
L F GA GGAAGSGT CGV AG
gccggggceccgacggcet acggcet acct ggcgeccccccaagt acct g
G A DGY GYL A PP KY L
cagtctggcttcct caacaact cgt ggccgct accgcagcct cce
Q S GF L NNSWPULUPQPP
f8&ccc ccctat gcct cct gccag gcggcagccgcagceg
S PMPYASCQ M NSNS
gct gcagcagct gcggcet gcagccgecgggecccggt agecct gge
G P G S P G
gcggccgctgtggtcaaggggctggcgggcccggccgcctcgtac
A A AV K P S Y
gggccgtacacacgcgtgcagagcatggcgctgccccccggcgta
GPYTIRVQSMALPUZPGYV
gtgaactcgtacaatggcctgggaggcccgccggccgcacccccg
V NS Y NG L G P P A AP P
cctccgccgcacccccacccgcatccgcacgcacaccatctgcac
P PP HPHWPHUPHAMHMHIL H
gcggccgecgecaccgecgcect gccccaccgcaccacggggcecgec
A A AAPPPAPWPWHUHGAA
gcgccgecgecgggecagcet cageccct gccagcccagccaccgcec
A P PP GQL SPASZPATA
gcgcccccggegeccgegeccaccagt gcgecgggect gecagttc
A PP APAPTSAPGL QF
gcttgtgcccggcagcccgagctcgccatgatgcattgctcttac
C R Q P E L A MMMHTCSY
tgggaccacgacagcaagaccggcgcgctgcattcgcgcctcgat
WDHDS KTGALHSI RTL D
ctctga 1131
L *

Figura 32. Resultado do ORF finder da seqliéncia referéncia. Apresenta 376 aminoécidos.

Em amarelo codon onde vai aparecer a delegdo da timidina na sequéncia da paciente. Em

verde e em rosa o segundo e terceiro codon apds o codon que sofrera mutagdo. Em cinza a

sequiéncia de aminoécidos apos este mesmo codon. Em vermelho o dominio poliAlanina.

- [ Formatado: Inglés (EUA)
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Length: 269 aa

1 gccagct accccgagcccgaggacgcggcgggggecct g
A SY P EPEUDAAGA AL

46 ctggccccagagaccggt cgcacagt caaggagccagaagggccg
L APETGRTVIKEWPEGTP

91 ccgccgagcccaggcaagggcggt gggggt ggcggecgggacagcec
P PSP GKGGGGGGGT A

136 ccggagaagccggacccggcgcagaagcccccgt act cgt acgtg
P E KPDWPAQKWPWPY SYV

181 gcgct cat cgec gcgat ccgcgagagcgcggagaagaggct ¢
AL I A Al RE S A EKRL

226 acgct gtccggcat ct accagt acat cat cgcgaagttcccgttc
T L SGI YQVYI I A KFPF

271 tacgagaagaat aagaagggct ggcaaaat agcat ccgccacaac
Y E KNKIKGWOQNSIT R HN

316 ctcagcct caacgagt gcttcat caaggt gccgcgcgagggcgge
L S L NETZ CFI KVPREGSEG

361 ggcgagcgcaagggcaact act ggacgct ggacccggcect gcgaa
G ERIKGNYWTULDUPATCE

406 gac tt cgagaagggcaact accggcgccgecgecgce aag
D F E K GNYRRRRR K

451 aggcccttccggecgecgeccgegeacttccagcccggcaagggg
R PFRPWPPAHFQPGIKG

496 ctcttcggggccggaggcgeecgeaggcgggt gcggegt ggcggge
L F GA GGAAGSGT CGVASG

541 gccggggccgacggct acgget acct ggcgecccccaagt acct g
A GADGY GYL APUPKYL

586 cagtctggcttcctcaacaact cgtggccgctaccgcagccceet
Q S GF L NNSWPLP QPP

631 B&@Bccat gccct cctcct gccagat ggcggcagccgcagcegg
H P C P P P A R R Q P Q R

676 ctgcagcagct gcggct gcagccgcgggecccggt ageccct ggecg
L Q QL RL QPRAPVAL A

721 cggccgct gt ggt caaggggct ggcgggeccggecgcect cgt acg
R PL WSRGWRARUZPUPRT

766 ggccgtacacacgcgt gcagagcat ggcgct gccccccggegt ag 810

GRTHACRAWRTCUPPA*

Figura 33. Resultado do ORF finder da sequéncia referéncia com delecdo da base timidina
864 do gene ou 627 do éxon. Apresenta 269 aminoécidos. Em amarelo codon com a delecéo
da timidina na sequiéncia. Em verde e em rosa o segundo e terceiro codon apds o codon da
mutacdo. Em cinza a seqiiéncia de aminoacidos ap6s o cédon mutado. Observa-se que o
codon mutado em amarelo e o cédon subsegiiente em verde apresentam alteracdo mas
mantém mesmo sentido (mesmo amino&cido). No segundo cédon apds a mutagdo ocorre uma
trocado aa. Serina pela Histiding, ou sgja, ndo mantém mesmo sentido. Nota-se a auséncia do

dominio poliAlanina.
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CLUSTAL W (1.83) nultiple sequence alignment

SEQ REFERENCI A
SEQ MUTADA

SEQ REFERENCI A
SEQ MUTADA

SEQ REFERENCI A
SEQ MJTADA

SEQ. REFERENCI A
SEQ. MUTADA

SEQ. REFERENCI A
SEQ. MUTADA

SEQ REFERENCI A
SEQ MUTADA

SEQ REFERENCI A
SEQ MUTADA

MVASYPEPEDAAGAL LAPET GRTVKEPEGPPPSPGKGGGEGEGEGEGT APEKPDPAQKPPYSYV
MVASYPEPEDAAGAL LAPET GRTVKEPEGPPPSPGKGGGEGEGEGEGT APEKPDPAQKPPYSYV

R X

ALl AVAI RESAEKRLTLSG YQYI | AKFPFYEKNKKGAONSI RHNL SLNECFI KVPREGG
ALI AVAI RESAEKRLTLSG YQYI | AKFPFYEKNKKGAONSI RHNL SLNECFI KVPREGG

R R R R X

GERKGNYW L DPACEDMFEKGNYRRRRRIVKRPFRPPPAHF QPGKGL FGAGGAAGGCGVAG
GERKGNYW L DPACEDMFEKGNYRRRRRIVKRPFRPPPAHFQPGKGL FGAGGAAGGCGVAG

R R R R

AGADGYGYLAPPKYLQSGFLNNSWPL PQPPSPMPYASCOM SRR GPGSPG
AGADGYGYLAPPKYL QSGFL NNSWPL PQPPHPCPMPPARWRQPQRL QQL RLQPRAPVAL A
) .

LR R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE I

AAAVVKGL AGPAASYGPYTRVQSMAL PPGVWNSYNGL GGPPAAPPPPPHPHPHPHAHHL H
RPLWSRGARARPPRT GRTHACRAWRCPPA: - - - - - = = < = = <<= oo oo oo oo oo
-k * A * %

AAAAPPPAPPHHGAAAPPPGQL SPASPATAAPPAPAPT SAPGL QFACARQPEL AMVHCSY

60
60

120
120

180
180

240
240

300
269

360

Figura 34. Resultado do Clustal W entre a proteina do gene referéncia e a proteina predita a

partir da mutacdo. Proteina predita obtida através do ORF finder. Destacado em amarelo esta

0 dominio forkhead/Winged helix. Em vermelho estd o dominio poliAlanina ausente na

sequiéncia com mutacao.
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6. DISCUSSAO

A Sindrome da Blefarofimose-Ptose-Epicanto Inverso € uma doenca
genética rara cuja causa decorre de mutacfes no gene FOXL2. Este gene pertence a
familia de fatores de transcricdo forkhead/winged helix, altamente conservada entre
vérias espécies. E um gene de éxon Unico, de 2,7 kb localizado no brago longo do
cromossomo 3. A proteina predita a partir deste gene contém 376 aminoéacidos e tem
como caracteristicas principais um dominio de 100pb com atividade de ligagdo ao

DNA e uma seqiiéncia de poliAlanina de 14 residuos em regido 3° ao dominio

forkhead (Figura 34).
Forkhead PoliAla
Amino&cido 1 221 234
E: _
| /&7
Nucleotideo 238 898 939 1368 2745

Figura 35. Estrutura do gene FOXL2. A caixa azul representa a seqiiéncia codante do gene
FOXL2; a caixalaranja representa o dominio forkhead/winged helix e a caixa rosa representa
aseguénciapoliAlanina. Adaptado (De BAERE et al., 2001).

No presente estudo, o resultado do seqiiénciamento foi satisfatorio,
pois apesar de terem sido obtidas algumas seqiiéncias de baixa qualidade foi possivel
identificar a presenca de uma mutagdo esperada para o probando. Com as seqiiéncias
alcancadas com os pares de primers A-B e C2-D, foi coberta grande parte da regido
codante do gene FOXL2. Os fragmentos esperados com o uso dos pares de primers

G-H foram dispensaveis, pois se sobrepdem aos obtidos pelos primers C2-D que
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apresentaram boa qualidade na andlise pelo Phred. Entretanto, os fragmentos obtidos
com os primers E-F, importantes na cobertura da porcéo final do éxon, se mostraram
de ma qualidade mesmo apds 4 tentativas de segiienciamento. E possivel que a
dificuldade no seqlienciamento deste fragmento seja em decorréncia da utilizagéo do
primer F. Alguns autores tém preconizado o uso de um primer F modificado com o
objetivo de obter uma ligacdo perfeita com a sequiéncia complementar (DE BAERE et

al., 2001; CHA et al., 2003; TANG et al., 2006).

Mutagdes em vdrias regides distintas do gene FOXL2 tém sido
relatadas e relacionadas ao desenvolvimento da BPES. No presente estudo
identificamos uma mutagéo no gene FOXL2 em um individuo do sexo feminino, com
cariétipo 46,XX, e com fenétipo da BPES associado a FOP (BPES tipo I). Tanto a
avaliacdo clinica (auséncia de sinais da BPES) gquanto o seqienciamento do gene de
interesse nos parentais do probando nos comprovam que a mutacdo encontrada € uma
mutacdo de novo ou esporédica. Por se tratar, a BPES, de uma doenca de carater
autossdmico dominante e como 0s pais ndo apresentavam sinais clinicos da sindrome,
nao seria de esperar casos semel hantes na familia. As mutagdes esporadicas no gene
FOXL2 correspondem a cerca de 45% do total de mutagdes registradas no Banco de

Dados de Mutagdes Humanas (HM DB, Human Mutation Database) para este gene.

A mutagdo identificada neste estudo encontra-se em heterozigoze, ou
sgja, estd presente em apenas um dos aldos para o gene FOXL2. Dois pontos
importantes descritos nos resultados do trabalho corroboram esta afirmacdo. A queda
abrupta e continua da qualidade das bases na sequiéncia da paciente, coincidente com

0 local da mutagdo (Figura 15B), e, a sobreposicdo de bases no eletroferograma,
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identificadas imediatamente apds a base mutada, indicam que a paciente é
heterozigota para a BPES (Figura 27). Este dado vem de encontro as informacdes da
literatura e ratifica mais uma vez a teoria da haplo-insuficiéncia da proteina do
FOXL2 (CRISPONI et al., 2001; De BAERE et al., 2001, PRUEITT & ZINN, 2001;
De BAERE &t al., 2002,). MutacGes como a encontrada neste caso, levam a producéo
de uma proteina truncada, em apenas um dos alel os (alelo nulo), sendo que a proteina

produzida pelo outro aelo é incapaz de desenvolver sua funcdo de forma adequada.

De acordo com os resultados foi identificada uma mutagéo do tipo
delecdo de um Unico nucleotideo, a timidina na base 864 do gene (g.864del T) ou 627

do éxon (c.627delT) (Figuras 23, 27 e 32). Esta mutagdo esta localizada em regido 3

principal da proteina FOXL2, o forkhead/winged helix, permanece intacto o que de
certa forma foge a0 padrdo esperado de mutacdo nos casos de BPES tipo-l.
Entretanto, a mudanca da matriz de leitura dos cédons, que normalmente ocorre com
as mutacles tipo delegdo de um Unico par de base, levou ao desaparecimento do
dominio poliAlanina desta proteina (Figuras 31, 32 e 33). Além disso, a proteina
predita com a delecdo g.864del T, pela ferramenta ORF finder produziu um cédon de
terminacdo prematura, apds o codon 269, determinando uma proteina com 107
residuos de aminoéacidos a menos que a proteina normal, p.Pro209fsX61 (Figuras 32

e 35).

) [ Excluido: (downstream)

[Excluido: (upstream)
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2745

A)
Forkhead PoliAla
Aminoécido 1 52 152 221 234 376
e ] T D
Wl
Nucleotideo 238 391 693 898 939 1368
B)
Forkhead p.Pro209fsX61
Aminoécido 1 52 152 269 (Terminagdo Precoce)
Nucleotideo 238 391 693 1048
0.864del T

Figura 36. Esquema de comparagdo do gene e da proteina FOXL2 normal e com a mutagéo
0.864delT. A — Gene FOXL2 sem mutagdo, destacando a regido codante (azul), e os dominios
forkhead (laranja) e poliAla (rosa). B- Gene FOXL2 (azul), com a localizagdo da mutagéo
(seta vermelha), destacando o dominio forkhead inalterado (laranja) e o desaparecimento do
dominio poliAlanina. Em verde observa-se a regido de frameshift (modificaggio da matriz de
leitura) e ainda um codon de terminacdo prematura apos 0 aminoacido 269.

Até esta data ndo ha, dentre as 143 mutagdes descritas no Banco de
Dados de Mutagdes em Humanos, registro de mutagcdo semelhante a identificada no
presente estudo. Portanto, trata-se de uma mutacdo nova, nunca descrita na literatura.
Existem apenas 18 mutagdes localizadas entre o dominio forkhead e o dominio
poliAlanina do gene FOXL2, nos registros do banco de dados de mutagdo do gene
FOXL2 (FOKKEMA et al., 2005; FOXL2 mutation database). Dentre estas somente
trés sdo mutagdes do tipo delecdo a g.737del T, a 9.813delC e a 9.819 821del3, das
quais apenas 2 s30 delegdo de um Gnico par de base. E de se esperar que as mutacdes
semel hantes a encontrada neste caso, com delecéo de apenas um par de base, mesmo

gue em outra base, tenham também terminacéo prematura como a descrita acima, pois
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amudanca da matriz de leitura seria muito parecida. Tang et al., 2006, publicaram um
estudo recente onde relataram uma mutag&o do tipo delecdo de um Unico par de base,
0.952delC, 3 ao dominio forkhead e poliAla que permaneceram normais. Esta
mutagdo leva ao desenvolvimento de uma proteina truncada, porém com os dois
dominios completos, e com terminacdo prematura apés o codon 269, semelhante ao
gue ocorre com a mutagdo identificada no presente estudo (TANG et al., 2006).
Entretanto no citado trabalho o tipo de BPES dos individuos ndo foi identificado

pelos autores.

As mutagBes que levam a formagdo de uma proteina truncada sdo

essencialmente associadas a0 desenvolvimento da BPES tipo-l. Isto ocorre mais

localizadas na terminacdo 5° da ORF, antes da regido codificadora do dominio
forkhead ou no préprio dominio (MOUMNE et al., 2005). Entretanto, mutacdes como
a encontrada no presente estudo onde a proteina predita é truncada, com dominio
forkhead completo e sem o trato poliAla, também levam ao desenvolvimento do
fendtipo mais severo, com BPES e FOP (BPES tipo-l). Mutagdes in-frame, com
alongamento da proteina, pela adicdo de 10 ou mais residuos de alanina ao dominio
poliAlanina de 14 residuos, levam geralmente ao fenétipo da BPES tipo-I1 (Crisponi
et al., 2001). Segundo vérios autores, este tipo de mutacdo seria responsavel por um
fendtipo mais brando, sem a presenca de FOP, denotando portanto a presenca de um
alelo mutante hipomérfico (De BAERE et al., 2003; MOUMNE et al., 2005;
NALLATHAMBI et al., 2007). De Bagere et a. publicaram, em 2003, estudos sob

uma série de mutagdes no gene FOXL2, das quais 47% originaram frameshift, 34%

_{ Excluido: frameshit

- { Excluido: que modificam a

matriz de leitura,
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foram in-frame, sendo a maior parte de expansdes poliAla, 13% foram mutacbes sem

sentido e 6% de mesmo sentido (De BAERE et al., 2003).

Baseado na classificagdo proposta por De Baere et al., 2003, as
mutagdes do gene FOXL2 podem ser divididas, de acordo com seu efeito na proteina
predita, em: grupos A — D que contém proteinas truncadas: sem o dominio forkhead
(grupo A), com dominio forkhead parcial (grupo B), com dominio forkhead completo
e sem o dominio poliAla (grupo C), e com dominio forkhead e poliAla completos
(grupo D). O grupo E compreende mutagdes tipo frameshift com proteinas alongadas
e dominio forkhead e poliAla completos. O Grupo F contém mutagdes in-frame e 0
grupo G mutagdes de mesmo sentido. O grupo H compreende rearranjos citogenéticos
e as outras variantes sdo incluidas no grupo | (De BAERE et al., 2003). De acordo
com esta classificagdo, a mutacdo do gene FOXL2 encontrada no presente estudo é
classificada como grupo C, pois apresenta o dominio forkhead completo e o dominio

poliAlanina ausente (Figuras 33 e 35).

Ainda segundo o trabalho de De Baere et al., 2003, mutagdes do gene
FOXL2, como a identificada nesta pesquisa, que levam a predicdo de proteinas
truncadas antes do trato poliAlanina apresentam alto risco para o desenvolvimento de
FOP (BPES tipo-1). Nas mutagdes que levam ao truncamento ou expansdo, porém
com dominio forkhead e poliAlanina completos ndo é possivel predizer o fendtipo.
Nos casos de expansao do trato poliAlanina, o fendtipo encontrado é a BPES tipo-11 ,
ou sgja, sem a FOP (DE BAERE, et al., 2003). Todos os aspectos avaliados sobre a
correlacéo genotipica-fenotipica do gene FOXL2 chamam a atencdo para uma

caracteristicaimportante deste gene: o pleiotropismo. Em suarevisio, De Bagre et al.,
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2003, demonstram claramente que diante de alguns tipos de mutacdo ndo € possivel
predizer o fendtipo do individuo. Ainda no mesmo estudo os autores identificam
variagOes fenotipicas intra e inter-familiares, em individuos com o mesmo gendtipo, o

gue comprova o efeito pleiotrépico do gene em questéo (De BAERE et al., 2003)

Apesar do seu envolvimento na determinacdo dos fenétipos da BPES
tipo-l ou tipo-ll, a fungdo especifica do trato poliAlanina ainda ndo estad bem
estabelecida. Além do FOXL2, existem pelo menos mais oito genes nos quais a
expansdo do trato poliAla, acima de um limiar critico, pode causar doencas em
humanos. Mutacbes do HOXD13, na sinpolidactilia; do RUNX2, na displasia
cleidocranial; do ZIC2, na holoprosencefalia; do HOXA13, na sindrome mao-pé-
genital; do ARX, no retardo mental ligado ao X; do SOX3, no retardo mental ligado ao
X com deficiéncia de horménio do crescimento; do PHOX2B, na sindrome da
hipoventilagdo central congénita; do PABPN1, na distrofia muscular oculofaringeal
(CABURET et al., 2004). Foi demonstrado, em alguns trabalhos, que a seqiiéncia
poliAlanina no gene FOXL2, bem como o nimero de 14 residuos de alanina é
bastante conservada entre vérias espécies de mamiferos (COCQUET et al., 2002;
COCQUET et al., 2003). Isto sugere a existéncia de uma forte limitagdo funcional e
estrutural, ao ponto em que modificacbes nesta sequiéncia podem levar a efeitos

deletérios (COCQUET et al., 2002).

Recentemente, foram publicados alguns trabalhos que estudaram o
trato poliAlanina no gene FOXL2. Caburet et al., 2004, estudaram o efeito de
mutagdes do tipo expansdo do trato poliAlanina em células transfectadas e

identificaram uma grande agregacdo das proteinas no nicleo e no citoplasma das
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células, enquanto as proteinas do tipo selvagem se localizam preferencialmente no
nucleo celular (CABURET et al., 2004). Nestes casos, a proteina mutada promove
um sequiestro e agregacdo da proteina tipo selvagem, enguanto parte da proteina
mutada permanece ativa e parcialmente compensa a proteina normal seqliestrada.
Dessaforma a atividade total do transcrito do FOXL2 pode atingir um limiar que leva
a ateragBes no desenvolvimento papebral, mas ndo chega a determinar o fendtipo
mais severo. Por isso 0s ovarios ndo sao af etados nos casos de mutagdo por expansao

poliAla, levando aBPEStipo 1.

Em 2005, Mounmé et al., redlizaram estudo com mutacles que
produzem proteinas truncadas com terminagdo prematura, semelhantes a encontrada
no presente estudo. Foram utilizadas células COS-7 transfectadas com proteinas
mutantes e os autores concluem que a producdo de proteinas truncadas tem um efeito
dominante negativo. O produto truncado pode antagonizar a atividade normal do
FOXL2, primeiramente por se ligar ao DNA ou algum co-fator e impedir a ligagdo
destes a proteina normal, e, segundo, a proteina truncada pode reter a proteina normal
em agregados intranucleares impedindo sua atuacdo (MOUMNE et al.,2005). A
delecdo parcia ou total do trato poliAla, pode levar a intensa atividade de agregacéo
intranuclear, provavelmente por ateragdes estruturais ou fisico-quimicas da proteina
produzidas pela mutacdo. Além disso, estas mutagdes podem ser deletérias no
ambiente ovariano, levando também a conformagdo inadequada da proteina
favorecendo a agregacdo intranuclear e secundariamente a disfungdo ovariana

(CABURET et al., 2004; MOUNME et al., 2005),

[ Excluido:
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7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo sdo importantes na
medida em que corroboram os principais achados descritos até 0 momento para a
BPES. A identificacdo de uma mutacdo nova, ainda ndo descrita, esporadica, do tipo
delecdo de uma Unica base, no gene FOXL2, localizada entre os dois principais
dominios, forkhead e polialanina, reforca a hipétese de que a integridade de ambos os
dominios é essencia para o funcionamento normal da proteina FOXL2. Entretanto,
mais estudos devem ser realizados com o intuito de se descobrir afungdo principal do
dominio polialaina, bem como identificar os principais genes em que o FOXL2 tem
atuacdo como fator de transcricdo. Desta forma, poderemos entender melhor a

maneira pelaqual este geneinterfere sobre o desenvolvimento e afisiologia ovariana
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado para participar de um estudo de
forma volunté&ria com o objetivo de confirmar o diagndstico de uma sindrome
genética presente em um dos individuos de sua familia. A Sindrome genética é um
conjunto de sinais ou alteracfes no organismo de uma pessoa provocadas por
alguma alteracdo nos genes ou Cromossomos, que sao estruturas responsaves
pela producéo de inUmeras substancias importantes na formagéo e nas fungdes
do corpo humano. Caso aceite participar deste estudo €, ap0s ter sido esclarecido
sobre as informagdes contidas neste documento, assine as duas vias do mesmo. Caso
ndo queira participar, nenhum tipo de penalizacdo lhe ser4 imposta e o tratamento /
acompanhamento seu ou do seu familiar, seguird normal mente.

O estudo sera realizado por mim, Prof. Frederico José Silva Corréa e
pelo Prof. Adriano Bueno Tavares no laboratério de Gendmica da Universidade
Catdlica de Brasilia. O titulo do estudo é “Diagnéstico de Mutacdo no Gene da
FOXL2 em Mulher com Sindrome da Blefarofimose e Faléncia Ovariana
Prematura.”

Os participantes deverdo se submeter a coleta uma pequena quantidade
de sangue (10 ml), da mesma forma como se colhe sangue para exames laboratoriais
(exames de sangue). A amostra colhida serd utilizada para a pesguisa da presenca ou
ndo de alteraces genéticas nos individuos estudados. Os riscos, desconforto, ou
prejuizos sdo agqueles inerentes a coleta de sangue para exames de sangue comuns,
ndo havendo maiores riscos para o participante. Os pesquisadores se comprometem,
juntamente com as institui¢des participantes (Hospital Regional de Taguatinga— SES
e Universidade catélica de Brasilia) a tratamento e acompanhamento de qualquer
problema causado pela coleta de sangue.

Os pesguisadores se comprometem a utilizar o sangue colhido Unica e
exclusivamente para a realizagdo desta pesquisa e apds 0 término da mesma o

material (sangue) sera descartado.
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Fica garantido a0 paciente, o sigilo (segredo) absoluto de todas as
informaces prestadas ao presente estudo. Além disto, ficam garantidos
esclarecimentos a qualquer momento, para os participantes, pelo pesquisador
responsavel, bem como a retirada deste termo de consentimento e conseqliente
desligamento (desisténcia) da pesguisa a qualquer momento, sem gue haja nenhum
tipo de restri¢do ou constrangimento.

Os resultados serdo informados aos participantes pelo médico
pesguisador responsavel.

Apbs esclarecimento de todos os pontos deste termo, aceito participar
deste projeto de pesquisa.

Qualquer divida contactar o responsavel pela pesquisa, Dr. Frederico
José Silva Corréa (61) 3352-7717, (61) 9967 2141 ou Prof. Doutor Adriano Bueno
Tavares (61) 9984 3040, (61) 3356 9416.

Em caso de dlvidas ou questionamentos sobre a pesquisa pode-se
contactar o Comité de Etica em Pesquisa que aprovou a realizagio da mesma. Fone
CEP/SES/DF — 3325 4955 ou e-mail cepsesdf @saude.df.gov.br
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