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RESUMO

A Sindrome do Ovario Policistico afeta 4 a 12% das mulheres em idade
reprodutiva. A doenca possui varias formas de manifestacdes clinicas por isto é
de dificil diagnostico. Os critérios para avaliar esta doenca foram revisados em
2003. A hipotese é de que seja uma doenca ovariana caracterizada por uma
excessiva producdo de androgenos e que sua heterogeneidade possa ser
explicada com base na interagdo da doenca com outros genes e com o ambiente.
O presente trabalho teve como objetivo analisar a variabilidade do gene CAPN10
e a sua relacdo com a Sindrome do ovério policistico. A metodologia utilizada
consistiu na obtencdo de amostras sanguineas de 50 pacientes portadoras de
Sindrome do Ovario Policistico e 150 controles, utilizando os critérios de inclusédo
e exclusdo para a doenca. Apos coleta, extracao ,amplificacdo e analise do DNA
e dos marcadores , as frequiéncias alélicas e genotipicas dos dois grupos foram
calculadas e todos os marcadores estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Com a utilizacédo do software THESIAS os haplotipos em desequilibrio de ligagcédo
foram construidos apos 2501 interacdes. Seis haplotipos foram confirmados e
suas frequéncias e Odds Ratio (OR) foram avaliados para ambos os grupos. Dois
haplétipos mostraram-se predisponentes para a doenca: o haplétipo TGA2
(OR=3,73778, p=0,00065) e o haplétipo TAG3 (OR=3,01389, p=0,003902). O
haplétipo TGG3 foi considerado um haplotipo protetor para a doenca (OR=0,25).
Com o auxilio do teste exato de Fischer e pelo modelo de regressédo logistica
observou-se que o marcador rs3792267 (SNP-43) e o0 rs2975762 (SNP-56)
apresentavam associacdao com a doenca. O efeito do marcador rs2975762
mostrou-se mais intenso, sendo o alelo A tido como predisponente e o alelo G
como protetor para a doenca.

Palavras-chave: Sindrome do Ovario Policistico, SOP, CAPN10, infertilidade,
calpaina.



ABSTRACT

The Polycystic Ovary Syndrome affects 4 to 12% of the women during the
reproductive age. This disease has several forms of clinical evidence, and is
therefore difficult to diagnose. The criteria for evaluation of this disease were
reviewed in 2003. The hypothesis is that the syndrome is a genetically determined
ovarian disease due to an excessive production of androgens and its
heterogeneity is explained by the interaction with other genes and the
environment. The objective of the present study is to analyze the variability of the
CAPN10 gene and its relationship with the Polycystic Ovary Syndrome. The
methodology used consisted of obtaining blood samples from 50 patients with
Polycystic Ovary Syndrome and 150 controls, using the inclusion and exclusion
criteria for diagnosis. After collection, extraction, amplification, and DNA and
marker analysis, the allelic and genotypic frequencies from both groups were
evaluated and all markers were in Hardy-Weinberg equilibrium. Using the software
THESIAS, the haplotypes under linkage disequilibrium were constructed after
2501 interactions. Six haplotypes in linkage disequilibrium were confirmed and
their frequencies and Odds Ratio (OR) were evaluated for both groups. Two
haplotypes were shown to predispose the disease: the haplotype TGA2
(OR=3.73778, p=0.00065) and the haplotype TAG3 (OR=3.01389, p=0.003902).
The haplotype TGG3 was considered a protector against the disease (OR=0.25).
With the help of exact Fischer Test and logistic model of regression, we observed
that the markers rs3792267 (SNP-43) and the rs2975762 (SNP-56) presented an
association with the disease. The effect of marker rs2975762 (SNP-56) was more
intense, while the A allele predisposed the disease and the G allele was a
protector.

Palavras-chave: Sindrome do Ovério Policistico, SOP, CAPN10, infertilidade,
calpaina.
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1 INTRODUCAO

1.1  Caracteristicas clinicas da Sindrome do Ovario Policistico

A Sindrome do Ovario Policistico (SOP) foi descrita pela primeira vez em
1935 por Stern e Leventhal (apud SHEEHAN, 2004). A falta de critérios bem
definidos para o diagndstico da SOP faz com que a identificacdo desta doenca
comum seja muito dificil. A SOP tem diversas formas de manifestacdo clinica que
geralmente sdo: irregularidade menstrual, hirsutismo (crescimento excessivo de
pélos terminais em mulheres, em areas como face, queixo, coxas, torax e triangulo
pélvico superior), subfertilidade, resisténcia a insulina associada ao risco de diabete
melito do tipo 2, obesidade e doencas cardiovasculares (SHEEHAN, 2004).

A SOP é uma doenca enddcrina heterogénea que, de acordo com o0 consenso
de 2003 no ESHRE/ASRM (Sociedade Européia de Reproducdo Humana e
Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva) (THE ROTTERDAM
ESHRE/ASRM-SPONSORED PCOS CONSENSUS WORKSHOP GROUP, 2004),
afeta de 4 a 12 % das mulheres em idade reprodutiva e se caracteriza pela presenca
de pelo menos duas das seguintes caracteristicas: ovarios policisticos avaliados por
ultra-sonografia, oligo ou anovulacdo e evidéncias clinicas ou bioquimicas de
hiperandrogenismo (URBANEK et al, 2000). Estudos mais recentes mostram uma
prevaléncia entre 7 e 10% (DASGUPTA; REDDY, 2008).

A SOP ¢ responsavel por 75% das infertilidades anovulatorias.
Adicionalmente, se e quando a gravidez ocorre, a taxa de abortamento no primeiro

trimestre é alta entre 30 a 50% (SHEEHAN et al, 2004).
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Aproximadamente 18 anos se passaram desde a primeira conferéncia
internacional sobre a SOP realizada em Bethesda, MD pelo Instituto Nacional de
Saude (NIH). Os critérios recomendados com base na maioria das evidéncias
clinicas foram o0s seguintes: evidéncias clinicas ou bioquimicas de
hiperandrogenismo, anovulacdo crénica e exclusdo de outras doencas conhecidas.
A definicdo destes critérios foi 0 primeiro passo para padronizar o diagnostico desta
sindrome. Desde 1990, quando ocorreu esta conferencia sobre a SOP, tem sido
estimado que a sindrome contenha um espectro de sinais e sintomas de disfuncéo
ovariana mais amplo do que aqueles definidos pelo critério original de diagnostico
(ZAWADSKI JK et al, 1992). Até hoje os critérios S&o um pouco controversos, porem
uma homogeinizacdo do diagndstico parece ter sido alcancada (PORTER, 2008).

As discrepancias no estabelecimento clinico para o diagndéstico da SOP foram
observadas durante muito tempo, 0 que trouxe a necessidade do estabelecimento
de um conjunto de caracteristicas minimas necessaria para sua caracterizacao.
Principalmente pelo fato de que estas discrepancias criavam um grande problema
para a andlise de associacdo e/ou ligagdo genética nesta sindrome (THE
ROTTERDAM ESHRE/ASRM-SPONSORED PCOS CONSENSUS WORKSHOP
GROUP, 2004).

Os critérios diagnésticos da SOP foram recentemente revisados pelo The
Rotterdam ESHRE/ASRM sponsored SOP consensus workshop group (2004). Os
postulados de 1990 requeriam dois fatores de diagnésticos (Anovulacdo cronica;
Sinais clinicos ou bioquimicos de hiperandrogenismo e exclusdo de outras
etiologias) e os atuais requerem dois de trés fatores (Oligo e/ou anovulagéo; Sinais

clinicos e bioguimicos de hiperandrogenismo; Ovario policistico e exclusao de outras
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etiologias como hiperplasia congénita adrenal, tumores secretores de androgénios e
sindrome de Cushing).

Dentre os sinais bioquimicos observa-se na SOP a alta dosagem de
testosterona e de hormoénio luteinizante (LH), mas com concentracbes de hormdnio
foliculo estimulante (FSH) normais (GONZALEZ et al, 2003). Ambos o0s niveis
absolutos de LH circulante e sua relagdo com os niveis de FSH séo
significativamente elevados em mulheres com SOP se comparado ao grupo
controle. Concentracdes elevadas de LH (acima de 95% do percentil normal) podem
ser observadas em aproximadamente 60% das mulheres com SOP (GANDAR,;
SPI1ZZO; COLLIN, 1999; SAGNELLA et al, 2008).

Ovarios policisticos sdo agora considerados como um dos possiveis critérios
para SOP. De acordo com a literatura disponivel (PACHE et al, 1992; VAN
SANTBRINK et al, 1997; JONARD et al, 2003) os critérios para definir ovario
policistico sdo os seguintes: presenca de 12 ou mais foliculos em cada ovério
medindo de 2-9 mm de didmetro, e/ou aumento do volume ovariano >5.5cm? ou
volume (> 11 ml). A morfologia tipica de ovario policistico esta presente em cerca de
20% da populagdo feminina normal, muitas destas sem hirsutismo, com
menstruagcdes regulares e concentracdo de testosterona e gonadotrofinas normais
(SHEEHAN, 2004).

As caracteristicas clinicas e bioquimicas sdo as bases para a investigacao
das possiveis origens genéticas da SOP. A anormalidade mais comum em mulheres
com ovérios policisticos é a hipersecrecdo de andrégenos (FRANKS, 1995;
SHARQUIE, et al, 2007), sendo que o fendtipo clinico da SOP envolve determinar a

presenca clinica ou bioquimica do excesso de andrégenos (hiperandrogenismo),
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enquanto se exclui doencas relacionadas a hiperandrogenismo clinico. Para a
maioria dos participantes do consenso, o primeiro indicador clinico do excesso de
androgenos é a presenca de hirsutismo. Porém muitos dados normativos em
grandes populacdes foram perdidos. A avaliacdo do hirsutismo € relativamente
subjetiva e poucos meédicos, na pratica, usam métodos de padronizacdo (THE
ROTTERDAM ESHRE/ASRM-SPONSORED PCOS CONSENSUS WORKSHOP
GROUP, 2004). A evidéncia mais aceita é a associacao clinica e ou bioquimica de
excesso de androgenos em anovulagao cronica (MATALLIOTAKIS et al, 2006).

A resisténcia a insulina estad associada com anormalidades reprodutivas em
SOP. A resisténcia a insulina em mulheres com SOP parece ser mais comum (cerca
de 50%) tanto em mulheres obesas quanto em normais (SAWATHIPARNICH et al,
2005; PASQUALI; GAMBINERI, 2006). Existem alguns critérios (quadro.l) que
podem ser usados para que se possam avaliar as sindromes metabdlicas em

mulheres com SOP (MAGNOTTI; FUTTERWEIT, 2007; ESSAH et al, 2007).

Quadro 1. Critérios de Sindrome metabdlica em mulheres com SOP.

Fator de Risco Valor de Referéncia para Sindromes Me tabdlicas
obesidade abdominal (circunferéncia da cintura) >88cm
Triglicerideos = 150 mg/dl
HDL-C < 50 mg/dI
Pressdo Sanguinea >130/285 mm Hg
Glicemia em jejum e duas horas ap6s 0 GTT 110-126 mg/dl e ou 2 H glucose 140-199 mg/dl

NOTA:HDL-C high-density lipoprotein cholesterol ; H — horas
FONTE: adaptado de MAGNOTTI; FUTTERWEIT, 2007 e ESSAH et al, 2007.

No consenso realizado em 2003 um sumario foi feito para auxiliar no

rastreamento de doencas metabdlicas que séo:

1- Nenhum teste de resisténcia a insulina € necessario para fazer o

diagnoéstico de SOP, nem séo necessarios para selecionar o tratamento;
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2- Mulheres obesas com SOP devem ser selecionadas para
rastreamento de doengas metabdlicas incluindo intolerancia a glucose através de um

teste de tolerancia a glicose oral,

3- Mais estudos sdo necessarios nas mulheres ndo obesas com SOP
para determinar a utilidade dos critérios acima relacionados. Entretanto, devem ser
considerados os fatores de risco adicionais para a resisténcia a insulina, tais como

historia familiar de diabetes.

1.2  Aspectos Genéticos da Sindrome do Ovario Polici  stico

A hipotese € de que esta sindrome seja uma doenca ovariana determinada
geneticamente, caracterizada por uma producdo excessiva de androgeno e que a
sua heterogeneidade possa ser explicada com base na interacdo da doenca com

outros genes e com o ambiente (DIAMANTI-KANDARAKIS et al, 2006).

A observacdo de que SOP € segregada em familias fornece uma
argumentacao consistente para que seja proposta uma base genética para esta
(JAKUBOWSKI, 2005). Entretanto o0 modo de transmissdo da SOP ainda néo foi
estabelecido. Embora alguns trabalhos fornecam suporte para a participacdo de um
anico gene dominante com alta penetrancia (GOVIND; OBHRAI; CLAYTON, 1999),
em outros trabalhos isto ja ndo é observado (AMATO; SIMPSON, 2004; LUQUE-

RAMIREZ et al, 2006).

O modo de transmissdo de heranca autossdmica dominante nao foi
descartado por completo (CARMINA; AZZIZ, 2006). Um mecanismo autossémico

dominante é possivel, mas é muito mais provavel que mais genes estejam
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envolvidos. A prevaléncia de casos de ovarios policisticos em familias pode ser mais
bem explicada pela base oligogénica (FRANKS et al, 1997; CARMINA; AZZIZ, 2006;
FRANKS et al, 2008). Sugere-se que a heterogeneidade observada deva ser
atribuida a interacdo de um pequeno numero de genes entre si com fatores
ambientais (principalmente nutricionais) (FRANKS; MCCARTHY; HARDY, 2006;

DIAMANTI-KANDARAKIS et al, 2006).

Muitas vias bioguimicas tém sido implicadas na patogénese da SOP. Muitos
genes destas vias tém sido testados, incluindo-se genes envolvidos na biossintese e
metabolismo de horménios esterdides (StAR, CYP11, CYP17, CYP19 HSD17B1-3,
HSD3B1-2), gonadotropina e hormonios de agdo gonadal (ACTR1, ACTR2A-B, FS,
INHA, INHBA-B, INHC, SHBG, LHCGR, FSHR, MADH4, AR), obesidade e regulagao
de energia (MC4R, OB, OBR, POMC, UCP2-3), genes relacionados a secregao e
acao da insulina (IGF1, IGF1R, IGFBPI1-3, IR, INSL, IRS1-2, PPARG) e muitos
outros (para revisdo vide JAKUBOWSKI, 2005; GOODARZI, 2008), porém até o
momento nenhuma associagao consistente entre polimorfismos génicos e SOP pode

ser identificado (SCHURING et al, 2008; SIMONI et al, 2008).

A SOP é conhecida por estar associada com um aumento no risco de diabete
melito tipo Il (DMT2) e tem sido proposto que ela compartiha a mesma base
genética que esta doenga. O mecanismo relacionado a esta predisposi¢cdo ndo esta
completamente compreendido, entretanto estd bem estabelecido que tanto a
resisténcia a insulina quanto o defeito na secrecdo da insulina estdo presentes em

mulheres ndo diabéticas com SOP (HADDAD et al, 2002).

Doencas como a SOP possuem multiplos variantes que contribuem para a

etiologia da doenga como resultado de uma heterogeneidade genética (variantes em
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multiplos genes) e/ou heterogeneidade alélica (multiplos variantes dentro de um
gene). E muito dificil caracterizar variacido genética de um gene candidato incluindo
as regides reguladoras, na maioria dos estudos genéticos da SOP, somente um ou
poucos variantes por gene tem sido testados e muito poucos estudos tem
caracterizado o gene utilizando polimorfismos de um nucleotideo ou utilizando

indiretamente analise de haplétipos (DIAMANTI-KANDARAKIS, 2008).

Dado as limitacdes dos estudos genéticos de SOP existem alguns loci para os
quais existe uma forte evidéncia de acordo com o papel na SOP e alguns poucos
genes adicionais para 0s quais um consenso pode ser alcancado em um futuro
proximo. Estes loci incluem CYP11A (SAN MILLAN et al, 2001; GAASENBEEK et al,
2004; WOOD JR et al, 2004; WANG et al, 2006), CAPN10 (URBANEK et al, 2001;
EHRMANN et al, 2002; HADDAD et al, 2002; VOLLMERT et al, 2007; WILTGEN et
al, 2007) e D19S884 (URBANEK et al, 2005; STEWART et al, 2006; URBANEK,
2007). Estudos recentes sugerem que variacdes no gene que codifica a cisteina
protease calpaina 10 (CAPN10) estdo associados com a resisténcia a insulina e
influéncia genética na susceptibilidade a um tipo de diabetes (EHRMANN et al,
2002), sendo que o locus que contéem o gene CAPN10 foi identificado como um

locus de susceptibilidade para DMT2 (URBANEK et al, 2007).

De acordo com Horikawa e colaboradores (2000), o gene CAPN10 codifica
um membro ubiguamente expressado da familia cisteina protease calcio-
dependente. A proteina calpaina-10 € um heterodimero constituido de uma
subunidade pequena que é invariavel e uma subunidade grande variavel. A
subunidade grande possui 4 dominios: dominio |, o dominio N-terminal, que é

processado apos ativagdo da calpaina; dominio Il, o dominio protease; dominio I,

16



um dominio de ligacdo com funcdo desconhecida; e o dominio IV, que € o dominio
de ligacdo do calcio. Horikawa e colaboradores (2000) determinaram que o gene
CAPN10 contem 15 exons e uma extensao de 31 kb de seqtiéncia genémica que
codifica uma protease intracelular com 672 aminoacidos e se localiza no
cromossomo humano 2qg37.3. A analise do cDNA humano mostrou um padrdo
complexo de splicing alternativo originando proteinas de 672, 544, 517, 513, 444,

274, 139 e 138 aminoacidos (Figura 1).

EXONS DOMINIOS
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Figura 1. Splicing alternativo do RNAm da CAPN10.

NOTA: Padrdo de splicing alternativo e a organizacdo das proteinas calpaina-10 originadas pelo
splicing alternativo. Os quatro dominios que definem as calpainas sdo observados. O nimero indica
os residuos de amino&cidos e os limites entre os dominios

Na dltima década, trés importantes estudos (URBANEK et al, 2001;
EHRMANN et al, 2002; HADDAD et al, 2002) examinaram a contribuicdo do gene
CAPN10 na etiologia da SOP, mais recentemente Vollmert e colaboradores (2007) e
Wiltgen e colaboradores (2007) também publicaram importantes estudos sobre

CAPN10.

No estudo de Ehrmann e colaboradores (2002) foram analisadas um total de

212 pacientes com SOP das quais 124 (58%) eram mulheres brancas de origem
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européia, 57 (27%) afro-americanas, 13 (6%) hispanicas, 13 (6%) asiaticas-
americanas e 5 (3%) origem oriente médio. Foram analisados trés polimorfismos de
nucleotidios unicos (SNP) do gene CAPN10 (SNPs 43,19 e 63). Inicialmente os
grupos de mulheres brancas e afro-americanas foram estudados separadamente
devido as frequéncias alélicas serem um pouco diferentes. Quatro haplétipos
principais foram observados em ambos 0s grupos, entretanto as frequéncias
diferiram. Para os dois grupos o gendtipo G2T/G3C (UCSNP 43,19,63) estava
associado a um aumento duas vezes maior para a susceptibilidade a SOP, quando
comparado com todas as outras combinac¢des de haplétipos. O risco (odds ratio -
OR) de SOP entre o grupo branco foi 2,28 (95%IC 0,65-7,97) enquanto que no
grupo de afro-americanos foi de 2,04 (95%IC 0,81-5,19). Individualmente, estes OR
nao alcancaram significancia estatistica, porém quando estas duas amostras foram

analisadas juntas esta significancia apareceu (OR 2,18; IC 1,06-4,45).

Resultado semelhante foi observado por Haddad e colaboradores (2002),
aonde todos os participantes eram europeus, sendo predominantemente britanicos
(>80%). Neste trabalho o numero de mulheres com SOP era de 331 e 0 nUmero da
populacao controle era 525. Neste estudo quatro variantes do gene CAPN10 foram
avaliados, trés destes foram 0os mesmos estudados por Erhmann (UCSNP 43, 19 e
63), 0 quarto (SNP 44) foi também analisado devido & sua disposi¢cao 11pb proximal
ao SNP 43 e com base no seu efeito funcional na expressdo do gene CAPN10 e
importante papel na susceptibilidade a DMT2 nas familias britAnicas. Todos o0s
genotipos encontravam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, com excecdo do SNP-
44. Testes de locus Unico no estudo caso-controle ndo revelaram associagdo com 0s

variantes. Quando foi realizada analise multil6cus observou-se um forte desequilibrio
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de ligacdo entre os variantes (p < 0,001) e uma significante reducao na diversidade
dos haplétipos. Igualmente como foi relatado por Erhmann, o gendétipo G2T/G3C
(UCSNP 43,19,63) foi observado como tendo um risco de aproximadamente 3 vezes
mas para diabete tipo Il, ndo existindo evidéncia de que esta combinacdo de
haplétipos esteja associada com um risco aumentado de SOP. (OR 0,84, IC 0,40-
1,71). Esta auséncia de uma evidéncia consistente para associacdo com a SOP
levou Haddad e colaboradores (2002) a concluir que a variacdo dentro deste gene

nao possui um papel significante na susceptibilidade para SOP.

Vollmert e colaboradores (2007), selecionou uma extensa amostra com oito
variantes (UCSNP 44, 43, 56, ins/del 19, 110, 58, 63 e 22) do gene CAPN10
localizado no cromossomo humano 2g37.3. Foram genotipados 146 pacientes com
SOP e 606 mulheres normais para determinar quais variagdes no gene CAPN10
predispunham a SOP e finalmente para elucidar as associacfes supostas entre
CAPN10 e SOP foi realizado uma meta-analise com base nos dados publicados de
todos os estudos de genética de associacdo do CAPN10 e SOP.

Os estudos atualmente existentes relacionando variabilidade genética no
gene CAPNI10 e a susceptibilidade ao desenvolvimento de SOP ainda séo
inconclusivos, o0 que torna importante a realizagao de novos estudos buscando uma
melhor caracterizagdo molecular deste gene e a sua real relagdo com a SOP. Além
desse fator, também é relevante a analise da variabilidade deste gene em outros
grupos populacionais, para que se possa verificar se existem diferencas especificas

na variabilidade relativa deste gene entre estes grupos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a variabilidade do gene CAPN10 e a sua relacdo com a Sindrome do

Ovério Policistico.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a variabilidade genética existente em quatro marcadores

distribuidos no gene CAPN10;
- Construir os haplétipos formados pelos alelos destes marcadores;

- Avaliar se existe associagao entre estes marcadores e uma maior ou menor

susceptibilidade ao desenvolvimento da SOP;

- Analisar se os haplétipos formados podem conferir predisposicdo ou

protecdo ao desenvolvimento de SOP.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Constituicdo da amostra

No total foram coletadas amostras de sangue de 50 pacientes com SOP.
Todas as pacientes apresentaram o0s critérios de inclusédo para a doenca: todas
possuiam ciclos irregulares, sinais clinicos alterados, possuiam ovarios policisticos
visualizados por ultra-sonografia, 34% possuiam historico de infertilidade e 28 %
sofreram aborto sem causa aparente. O grupo de mulheres com SOP foi
predominantemente branco (apenas uma era de origem oriental) (tabela 1). A
metodologia empregada no recrutamento dos pacientes respeitou todos os critérios
de selecdo e obtencdo de amostras e esta apresentada no anexo 1. As coletas
foram realizadas em pacientes com indicacdo de SOP da clinica Fertway Centro de
Medicina Reprodutiva.

Para a composicado da amostra controle foram coletados e extraidos DNA de
150 mulheres, com os critérios de exclusdo para a SOP respeitados: todas
possuiam ciclos regulares, ndo possuiam hirsutismo nem hiperandrogenismo, sem
alteracdes clinicas, ndo possuiam ovarios policisticos, pelo menos uma gestacdo e
nunca sofreram aborto (critérios de selecdo - anexo 1). O grupo controle foi
constituido apenas por mulheres brancas. As coletas também foram realizadas na
clinica Fertway Centro de Medicina Reprodutiva.

Tanto pacientes quanto controles antes de fornecer o material biolégico leram
e assinaram o TCLE. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
PUC. Protocolo numero 1404/2006 CEP-PUCPR, sob o titulo: Analise genética de

regido candidata a susceptibilidade a sindrome do ovério policistico (SOP).
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Tabela 1. Idade e Grupo Etnico dos individuos analisados.

|dade Grupo Etnico

Minima Maxima Média
Paciente 26 49 34,9+4/-5,27 98% Brancas
Controle 22 53 35,6+/-5,79 100%Brancas

3.2 Critérios de selecdo dos Polimorfismos de Nucle  otideos Unicos

As regides polimorficas analisadas foram escolhidas devido a estudos
preliminares indicarem que suas frequéncias diferem entre as populacées e podem
funcionar como marcadores para andlises de associacdo com a SOP. Estudos do
gene da insulina sao consistentes com a hipétese de que compartilham efeitos na
susceptibilidade genética contribuindo para a coincidéncia fisiol6gica e
epidemioldgica entre SOP e DMT2.

Para analise genética foram selecionados os SNPs UCSNP 19 (rs3842570),
43 (rs3792267), 44 (rs2975760) e 56 (rs2975762) do gene CAPN-10, dentre um total
de oito SNPs estudados por Vollmert e colaboradores (2007), por indicacdo da
propria autora do estudo inicial, a qual justificou a indicacdo com base na posi¢cao
gendmica e conteudo de informacédo dos marcadores (VOLLMERT, C; comunicacéo
pessoal). O SNP-44 esta localizado no intron3, o SNP-43 também esta localizado
neste intron (distante 11pb), o SNP-56 localiza-se no intron 4 e 0 SNP-19 no intron 6

(VOLLMERT et al,2007).

3.3 Extracdo de DNA
A extracdo de DNA foi realizada a partir de sangue total de acordo com a

metodologia descrita por John e colaboradores (1990) e modificada por Lahiri e
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Nurnberger JR (1991). A técnica descrita abaixo se baseia nas seguintes etapas
para a obtencdo de DNA: lise das hemaceas; lise dos nucleos dos linfocitos; retirada
das proteinas através da precipitacao destas; precipitacdo do DNA; lavagem do DNA
e diluicdo em tampéao TE (0,5 ml de Tris 1 M, 0,5 ml de EDTA 0,1 M e completar com
agua bidestilada até 50 ml).

Em um tubo falcon de 15 ml colocou-se o creme leucocitario proveniente de
5ml de sangue e completou-se para 10ml de volume com solugcdo TKM1 (quadro 2)
e 125 pl do detergente Nonidet P-40. Inverteu-se lentamente o tubo, varias vezes,
para misturar bem o detergente, e centrifugou-se a 4000 rpm por 10 minutos.
Desprezou-se 0 sobrenadante, virando o tubo lentamente deixando o pellet;
completou-se novamente o tubo para 10 ml de volume com solugdo TKM1,
ressuspendeu-se o pellet com pipeta pasteur e centrifugou-se o tubo a 4000 rpm por
10 minutos. Desprezou-se 0 sobrenadante, ressuspendeu-se delicadamente o pellet
com micropipeta, adicionando 800 pl de solucdo TKM2 (quadro 2), passou-se tudo
para um tubo eppendorf de 1,5 ml e adicionou-se 50 pl de SDS a 10%. Este material
ficou encubado em banho-maria a 55°C por 20 minutos. Tirou-se do banho-maria,
adicionou-se 300 pl de NaCl saturado (6M) e centrifugou-se o tubo a 12.000 rpm por
10 minutos. Virou-se o0 sobrenadante para um tubo de ensaio (sobrenadante
contendo o DNA, precipitado contendo as proteinas) e adicionou-se 2 volumes de
etanol 100% gelado. O tubo de ensaio, entéo, foi invertido varias vezes, até o DNA
precipitar. O DNA foi “pescado” com ponteira de micropipeta com a ponta cortada,
lavado com etanol 70% e transferido para um tubo eppendorf de 1,5 ml, o qual ficou

na estufa a 37°C até o restante do etanol evaporar. Ressuspendeu-se o DNA em

23



aproximadamente 200ul de tampé&o TE e este ficou no banho-maria a 55°C, por 45

minutos, e depois na geladeira por 3 dias.

QUADRO 2 - SOLUCOES UTILIZADAS PARA EXTRACAO DE DNA

TKM1
Tris-HCI pH 7.6 1,0M 5,0 ml
KCI (Merck) 1,0M 5,0ml
MgCl, (Merck) 1,0M 5,0 mi
EDTA (Merck) 0,1M 10,0 mi

HO bidestilado até completar o volume de 500 ml

TKM2
Tris HCI pH 7.6 1,0M 0,5ml
KCI 1,0M 0,5 ml
MgClI2 1,0M 0,5 ml
EDTA 0,1M 1,0 ml
NacCl 1,0M 20,0 ml

H,O bidestilada até completar o volume de 50ml

3.4 Reacao em Cadeia da DNA Polimerase

A PCR se baseia na amplificacdo seletiva in vitro de regifes especificas de
DNA (SAIKI et al., 1988) e consiste em sucessivos ciclos de desnaturacdo da dupla
fita, hibridacdo com oligonucleotideos e extensdo da cadeia de DNA mediante a
acdo da Taq polimerase. Esta técnica apresenta vantagens consideraveis frente a
outros métodos de analise molecular: necessita pequena quantidade de amostra,
realiza-se em poucas horas e, de maneira geral, ndo necessita da utilizacdo de

isétopos radioativos.

Protocolo
A PCR permite a amplificacdo de fragmentos desde aproximadamente 50 pb
até mais de 3.000 pb e, para cada fragmento de DNA que se quer amplificar, deve-

se ter em conta suas caracteristicas proprias, principalmente as quantidades das
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diferentes bases que a molécula contém; caracteristicas estas que incidem sobre as
distintas variaveis do processo. As condic¢des utilizadas para as amplificacées foram:
. Colocar em um tubo de 250ul e para um volume final de

25ul: 200uM de dNTPs; 20pmol de cada oligonucleotideo; 50mM de

KCI; 10mM de This-HCI, pH 8,3; 2mM de MgCl,; e 1 U de Tagq DNA

polimerase.
. Colocar 5 min a 95°C.
. 40 ciclos de :desnaturacgéo (30s a 95°C)
hibridacéo (30s a 52°C)
extensao (30s a 72°C)
. Extenséo final 5min a 72°C

As sequéncias dos primers utilizados podem ser observadas na tabela 2.

TABELA 2 - Oligonucleotideos utilizados nas amplificacdes e tamanho dos
fragmentos obtidos

Marcadores Oligonucleotideos Tamanho do
fragmento

44 - 152975760 CAPN-TC-Left 5 GTTTCTGTGTGTGGGCAGAG 3’ 167pb

43 - rs3792267 CAPN-TC-Right 5 ATGGTCTGTAGCACCCCAAA 3’

56 - 152975762 CAPN-GA-Left 5' GCCCTGTCAGGACTAAGTGG 3' 174pb
CAPN-GA-Right 5 AGACAGTGGGCTTTGACTCG 3’

19 - rs3842570 CAPN-del-Left 5" CATGAACCCTGGCAGGGTCTAAG 3 155/187pb
CAPN-del-Right 5: GTTTGGTTCTCTTCAGCGTGGAG 3

Para controle de amplificacdo das amplificacfes realizadas com os primers
CAPN-TC e CAPN-GA, 5yl do produto de PCR foi aplicado em um gel de

poliacrilamida (29:1) a 8%. O gel foi submetido a uma voltagem de 200V por um
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periodo de 1 hora. Depois de realizada a corrida o gel foi corado com uma solucao
de 0,01% de brometo de etidio na concentracdo de 10 mg/ml e visualizado em
transiluminador. Para andlise e confirmacéo do tamanho do produto amplificado foi

aplicado também ao gel 5ul de ladder 100pb.

3.5 Anélise do marcador rs3842570

Para a andlise do marcador rs3842570, que € uma delecdo / inser¢cdo de
32pb (um dos alelos possui duas repeticdes de uma sequéncia de 32 nucleotideos e
0 outro alelo possui trés repeticdes), o produto amplificado foi submetido a uma
corrida eletroforética em gel de poliacrilamida (29:1) a 10%, sendo submetido a uma
voltagem de 200 V por um periodo de aproximadamente 4 horas. Apos este periodo
o gel foi corado com nitrato de prata e os padroes foram caracterizados por
comparacao dos tamanhos dos fragmentos com os fragmentos presentes no ladder

100pb, que também foi aplicado no gel.

3.6 Coloracao com Nitrato de Prata
A coloracdo com prata foi baseada na técnica descrita por Sammons

(SAMMONS et al, 1981).

Protocolo
- Coloca-se o0 gel em um recipiente e lava-se rapidamente com

dH,O

26



- Retira-se a dH,O e adiciona-se uma solugcdo de HNO;3; a 1%
(solucdo estoque a 65%) até que cubra o gel por um periodo de 3 minutos e
em agitacéao lenta

- Retira-se a solu¢do de HNO3; e fazem-se duas lavagens de 15
segundos com dH,0

- Retira-se a dH,O e adiciona-se uma solucdo de AgNO3 a 0,2%
até que cubra o gel por um periodo de 20 minutos em agitacéo lenta

- Retira-se a solugdo de AgNO; e fazem-se duas lavagens de 5
seg.com dH,0

- Retira-se a dH,O e adiciona-se uma solucdo de 2,96% de
Na,CO3; e 0,054% de formaldeido até que cubra o gel e agita-se lentamente
até que a solugéo escureca (aproximadamente 1 minuto)

- Depois de escurecida ela € retirada e uma solucdo limpa, nas
mesmas concentracdes, € acrescentada e agita-se lentamente até que as
bandas figuem com a intensidade desejada

- Retira-se a solucdo de Na,CO3 e formaldeido e fazem-se duas
lavagens de 15 segundos com dH,O

- Retira-se a dH,O e adiciona-se uma solucédo de acido acético a
10% até que cubra o gel por um periodo de 5 minutos ou mais em agitacéo
lenta

- Retira-se a solucéo de acido acético e fazem-se duas lavagens
de 15 segundos com dH,O

- Retira-se a dH,0 e adiciona-se uma solucao de glicerol a 5% até

que cubra o gel por um periodo de 10 minutos em agitacéo lenta
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3.7 Deteccédo de Mutacgbes por polimorfismo conformaciona | de fita simples

Em condicbes ndo desnaturantes as fitas simples de DNA adotam uma
conformacao especifica e dependente de sua sequéncia de nucleotideos, o que
determina sua mobilidade eletroforética. Este fendbmeno serve de base para detectar
alteracdes de sequéncia em um determinado fragmento, quando este é colocado
para correr em um gel de poliacrilamida ndo desnaturante. A técnica de polimorfismo
conformacional de fita simples (SSCP) foi utilizada para a analise dos marcadores
rs2975760 (SNP 44), rs3792267 (SNP 43) e rs2975762 (SNP 56).

Para a analise destes marcadores, foram colocados em um tubo eppendorf de
250l 10pl do produto de PCR e 12,5ul de tampédo de corrida para SSCP
(Formamida 95%; EDTA 20 mM pH 8,0; Azul de bromofenol 0,05%; Xileno cianol FF
0,05%; NaOH 10 mM). As amostras foram desnaturadas (5 minutos a 96°C),
colocadas em gelo e toda a mistura foi aplicado em um gel de poliacrilamida (29:1)
10% com 5% de glicerol, sendo submetidos a uma voltagem de 250 V por um
periodo de aproximadamente 5 horas. Apés este periodo o gel foi corado com nitrato
de prata e foram analisados os padrdes obtidos por comparacdo com padrdes
previamente encontrados. A primeira vez que cada padrédo era obtido, o segmento
era sequenciado para que se pudesse saber qual era a variante presente. Para o
sequenciamento o fragmento a analisar foi amplificado através da PCR dentro das
condi¢cbes previamente descritas. Foi utilizado o sequenciador automatico 377ABI da
Applied Biosystems, composto por um aparato de eletroforese, laser e computador,
que recolhe e analisa os dados enviados pelo laser. Como sistema de deteccao

foram utilizados didesoxinucleotideos marcados com fluorescéncias distintas (ET
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terminator — Appliedbiosystems), que posteriormente foram recolhidas e analisadas

pelos programas Collection e Analysis da Applied Biosystems.

3.8 Montagem de Haplétipos

A analise de hapldtipos é fundamental quando se investiga uma associacao
entre diversos polimorfismos dentro de um gene e um fenoétipo. Analises baseadas
em hapldétipos podem ajudar a diferenciar o efeito verdadeiro de um polimorfismo de
um desequilibrio de ligacdo com outras variantes (FRERE et al, 2006; TREGOUET
et al, 2003). Os haplétipos podem servir como o melhor marcador para variantes
funcionais desconhecidas do que um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP).
Quando investigamos individuos nédo relacionados, os haplotipos podem néo ser
deduzidos pelo genotipo. Eles sédo entdo, estatisticamente supostos. Para a
confeccdo dos haplotipos foi utilizado o software THESIAS (Testing Haplotype
effects in Association Studies), disponivel em
(http://ecgene.net/genecanvas/news.php). Este € um sotware popular utilizado para
analisar associacéo entre os haplétipos transmitidos em individuos néo relacionados,
além de construir os haplétipos. Todos os métodos implementados no THESIAS séo
baseados no algoritmo Stochastic-EM (SEM) que possui a vantagem de ser mais

robusto para problemas de perda de convergéncia que o algoritmo padrdo EM.

3.9 Anélise Estatistica

A analise estatistica da freqiiéncia genotipica das amostras (pacientes e

controles) foi feita por meio do Teste do X% Todos os marcadores foram submetidos
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a analise do equilibrio de Hardy e Weinberg. A analise univariada foi feita usando-se
o teste exato de Fisher. Para a analise multivariada foi ajustado um modelo de
Regressdo Logistica considerando-se a sindrome (presente ou ausente) como
variavel resposta e as variantes encontradas nos marcadores como variaveis
explicativas, controlando-se a idade da paciente. As frequéncias dos haplétipos e
seus erros padrbes estimados dos dados genotipicos de cada locus e os efeitos dos
haplétipos no fendétipo foram calculados através da utilizacdo do software THESIAS
(http://ecgene.net/genecanvas/news.php). O coeficiente de desequilibrio de ligacéo e
o coeficiente de correlagéo (r?) entre os SNP foi calculado utilizando-se o programa
Haploview versdo 4.0 (http://www.broad. mit.edu/mpg/haploview/index.php;
Whitehead Institute for Biomedical Research). Valores de p<0,05 indicaram

significancia estatistica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Idade dos participantes

Entre as pacientes a média de idade foi de 34,9 +/- 5,27 anos (idade minima
26 e maxima 49 anos). A média de idade entre as controles foi de 35,6 +/- 5,79 anos

(idade minima de 22 anos e maxima de 53 anos).

4.2 Caracterizacao das variantes dos marcadores ana lisados

Durante a andlise por SSCP dos marcadores rs2975760 (SNP 44) e
rs3792267 (SNP43), que foi realizada em conjunto, foram encontrados 6 padrbes

distintos (Fig. 2).

Figura 2. Padrbes encontrados na analise dos marcadores rs2975760 (SNP 44)
e rs3792267 (SNP43).

NOTA: Seis padrbes encontrados por SSCP na andlise conjunta dos marcadores rs2975760 (SNP
44) e rs3792267 (SNP43). Padrdées SNP 44 / SNP43: 1: CC/ GG 2: TT/ GG; 3: TT/ AG; 4: TT | AA;
5:TC/GG; 6: TC/AG.
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Para o marcador rs2975762 (SNP 56) (analisado por SSCP) e para o
marcador rs3842570 (SNP 19) foram identificados trés padrbes distintos para cada

um deles (Fig 3 e 4, respectivamente).

Figura 3. Padrbes encontrados na analise do marcador rs2975762 (SNP 56).

NOTA: Trés padrdes encontrados por SSCP na andlise do marcador rs2975762 (SNP 56). Coluna 1:
GG; coluna 2: AA; coluna 3: AG.

400pb

300pb

200pb

100pb

Figura 4. Padrbes encontrados na analise do marcador rs3842570 (SNP 19).

NOTA: Padrdes ins / del encontrados na analise do marcador rs3842570 (SNP 19). Coluna 1, ladder
100pb; colunas 2 e 5 individuo heterozigoto 2/3; coluna 3 homozigoto 3/3; coluna 4 homozigoto 2/2.
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4.3 Frequéncias dos marcadores analisados

O status dos polimorfismos e a freqiiéncia dos alelos foram determinados em
todos os 200 individuos. Em analise conjunta de todos os marcadores, eles se
apresentaram em equilibrio de Hardy-Weinberg (tabela 3). As freqiéncias génicas e
genotipicas, para as pacientes e para as controles, para os marcadores analisados
podem ser vistas na tabela 4. O alelo mais frequente encontrado foi o alelo T para o
marcador rs2975760 (SNP 44 - T / C), onde a frequéncia alélica observada, tanto

entre as pacientes quanto entre as controles foi de 0,86, sendo que este foi o

polimorfismo menos informativo.

TABELA 3 - Frequéncia conjunta dos alelos para cada locus e valores de p

(pacientes e controle)

FREQUENCIAS GENICAS

rs2975760 (T/C) 0,86250/0,13750
rs3792267 (G/A) 0,71000 / 0,29000
rs2975762 (A/G) 0,38500/0,61500
rs3842570 (2/3) 0,39000/0,61000

P(HWE)

0,896228
0,950709
0,481869

0,287293

NOTA: p(HWE) — valor de p admitindo-se equilibrio de Hardy e Weinberg
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TABELA 4 - Distribuicdo génica e genotipica para os marcadores analisados

Frequéncia Frequéncia
SNP ID UCSNP génica genotipica
T C 1T TC CC
rs2975760 T>C 44 Paciente 0,86 0,14  37(74%) 12(24%) 1(2%)

Controle 0,86 0,14 112(74,67%) 35(23,33%)  3(2%)

G A GG GA AA
1s3792267G>A 43 Paciente 0,65 0,35  21(42%) 23(46%) 6(12%)
Controle 0,73 0,27 80(53.33%) 59(39,33%) 11(7,33%)

G A GG GA AA
1s2075762 G>A 56  Paciente 0,52 0,48  13(26%) 26(52%)  11(22%)
Controle 0,65 0,35 65(43,33%) 64(42,667%) 21(35,33%)

3 2 33 32 22
rs3842570 3>2 19 Paciente 0,52 0,48 13(26%) 26(52%) 11(22%)
Controle 0,64 0,36 65(43,33%) 62(41,33%) 23(15,33%)

NOTA: SNP — Polimorfismo de nucleotideo Unico; SNP ID - identificacdo do SNP; UCSNP - SNP do

gene da calpaina

4.4 Andalise univariada dos marcadores

Foi realizada analise univariada para todos os marcadores, sendo que o Unico
marcador que apresentou significancia foi o rs2975762. Este resultado foi 0 mesmo
apresentado por Vollmer e colaboradores (2007). Nas andlises desenvolvidas no
presente trabalho era esperado que o0 marcador rs3792267 também fosse
significativo. Isto se deve ao fato de que quando estavam sendo analisados os
haplétipos formados pelos marcadores com o software THESIAS, o software ainda
analisou os quatro polimorfismos de forma independente dentro de cada haplétipo,

tentando caracterizar a participacdo de cada um deles dentro do haplotipo. Isto é
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feito para tentar caracterizar e comparar quais eram 0s marcadores mais
significantes. Quando o marcador rs297562 G>A (SNP-56) foi analisado encontrou-
se um valor de p = 0,0008, indicando que este seria significativo (como foi realmente
mostrado pela analise univariada), porém, quando o marcador rs3792267 G>A
(SNP-43) foi analisado foi encontrado um OR = 3,01389 (IC 1,42472-6,37566),
indicando que também deveria haver um efeito deste marcador, neste caso dentro
dos haplétipos TGG3 e TAGS3. Este resultado n&do foi encontrado na analise
univariada, sendo que partiu-se para uma analise multivariada tentando caracterizar
uma possivel influéncia deste marcador quando presente em genotipos especificos

do marcador rs297562. Podendo funcionar como um modulador da susceptibilidade.

TABELA 5 - Frequéncias genotipicas em analise univariada

SNP ID UCSNP Alelo paciente controle p

TT 37(74%) 112(74,7%)

rs2975760 T>C 44 TC 12(24%) 35(23,3%) 0,995
CcC 1(2%) 3(2%)
AA 6(12%) 11(7,3%)

rs3792267G>A 43 AG 23(46%) 59(39,3%) 0,193
GG 21(42%) 80(53,3%)
AA 11(22%) 21(14%)

rs2975762 G>A 56 AG 26(52%) 64(42,7%) 0,031
GG 13(26%) 65(43,3%)
22 11(22%) 23(15,3%)

rs3842570 3>2 19 23 26(52%) 62(41,3%) 0,089
33 13(26%) 65(43,3%)

NOTA: SNP — Polimorfismo de nucleotideo Gnico; SNP ID - identificacdo do SNP; UCSNP - SNP do

gene da calpaina; p — probabilidade.
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4.5 Frequéncias dos haplotipos formados

Em uma andlise preliminar o software THESIAS analisou o numero de
haplétipos possiveis e suas frequéncias sob equilibrio de ligacdo. Nesta situagdo um
total de 16 hapldtipos seria possivel. A partir deste momento o programa levou em
conta possiveis desequilibrios de ligacdo entre os marcadores e realizou 2501
interacbes. Com base nos dados encontrados foram estimados os haplétipos mais
provaveis levando-se em conta desequilibrio de ligacdo entre os marcadores. Um
total de 6 haplotipos mais provaveis foram obtidos como resultado (tabela 6).
Através dos valores das frequéncias destes haplétipos o software estimou o erro

padrdo, o Odds Ratio (OR) e a significancia dos haplatipos.

TABELA 6 - Frequéncias de haplétipos estimadas em pacientes e controles

haplétipos Controles Pacientes
Haplo6tipo 1 TGG3 0,373333 0,170000
Haplo6tipo 2 TAG3 0,266667 0,350000
Haplotipo 3 TGA2 0,216667 0,340000
Haplotipo 4 CGA2 0,136667 0,140000
Hapl6tipo 5 TGG2 0,003333 0,000000
Hapl6tipo 6 TAG2 0,003333 0,000000
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4.6 Andlise de associacao entre os haplotipos e SOP

Ap0s a montagem dos haplétipos o programa realizou um teste de
verossimilhanca para testar o efeito dos haplétipos. Em um primeiro momento com
uma hipotese nula (Ho), ou seja, sem efeito dos haplotipos, e com um grau de
liberdade = 1. Como resultado obteve-se um log de verossimilhanca de -557,96.
Com base neste valor o efeito dos haplotipos € testado. Com o acréscimo dos outros
haplétipos obteve-se um valor para os graus de liberdade igual a 4. Nessa situacao
a log de verosssimilhanca ficou em -549,56, sendo que esta ficou sendo nossa
hipétese alternativa (H;), admitindo-se um efeito dos hapldtipos. Testando a
verossimilhanca entre os 2 modelos, sem Hy e com efeito dos haplétipos sob Hj,
através da subtracdo dos valores obtidos (Ho — H;) tem-se um LRT (likelihood radio
test) de 16,80 com um valor de p = 0,000776929. Com estes novos dados o
programa permanece testando os efeitos dos haplétipos para verificar o efeito

destes sobre a SOP.

No estudo de Vollmert e colaboradores (2007) dois haplétipos estavam
significativamente associados com SOP na analise univariada. O hapl6tipo mais
comum TGG3AGCA (frequéncia 22%, p=0,0389) abrange alelos comuns para todos
0s SNPs exceto para 0 3 UCSNP-22. Este haplétipo mostrou um efeito protetor para
a SOP (OR=0,487 p=0,0057). O outro haplétipo associado foi o TGA2AGCA que
aumentava o risco para desenvolvimento de SOP (OR=3,557 p=0,0011)
confirmando o resultado da analise Unica do SNP, que mostrava o marcador SNP

ins/del 19 como importante na protecéo/predisposi¢éo ao desenvolvimento da SOP.

37



Ao analisarmos os efeitos de associacdo entre os haplotipos e a SOP no
presente trabalho encontramos resultados parecidos com o0s apresentados no
trabalho de Vollmert e colaboradores (2007). O haplétipo TGG3 também foi
caracterizado como um haplétipo protetor para o desenvolvimento da doenca
(haplétipo mais frequente também em nossa amostra e usado como baseline para
analise de regressdo) apresentando um OR=0,25 (IC 0,14300-0,445285)
p=0,000431, sendo significante neste sentido; e o haplotipo TGA2 também foi
caracterizado como predisponente com um OR = 3,73778 (IC 1,75935 - 7,94100)
p=0,000605. Além destes dois haplétipos encontramos outro haplotipo que promovia
o aumento do risco de desenvolvimento de SOP, o haplétipo TAG3 com
OR=3,01389 (1,42472-6,37566) p=0,003902. Este haplotipo estd sendo descrito

pela primeira vez como predisponente ao desenvolvimento de SOP.

Estes resultados de andlise de haplétipos, analisados de forma conjunta aos
trabalhos de Ehrmann e colaboradores (2002), Haddad e colaboradores (2002) e
Vollmert e colaboradores (2007) demonstram uma real importancia na
susceptibilidade / protecdo destes ao desenvolvimento da Sindrome do ovario

policistico, resultado que n&do se havia atingido até entéo.

4.7 Analise de desequilibrio de ligacdo

Através do programa Haploview 4.0 foi realizada a andlise de desequilibrio de
ligagdo entre os marcadores analisados. Como resultado pode-se construir um
grafico em forma de diamante que representa o desequilibrio de ligacdo entre os

SNPs (figura 5). Como resultado o rs2975760 e o rs3792267 possuem um r? de
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0,065 demonstrando a auséncia de desequilibrio entre eles. Interessante notar que
sdo os marcadores mais proximos, estando a apenas 11lpb de distancia. Este
resultado também pode ser observado nos outros trabalhos que analisaram estes
marcadores (HADDAD et al, 2002; VOLLMERT et al, 2007). Na outra ponta do
grafico, em contrapartida, os marcadores rs2975762 e rs3842570 possuem um r2 de
0,979 indicando um forte desequilibrio de ligacdo entre eles, o que também foi
observado por Vollmert e colaboradores (2007), Unico grupo a também analisar

estes marcadores em conjunto.
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Figura 5. Desequilibrio de ligacdo entre os marcadores analisados

NOTA: os quadrados indicam o desequilibrio de ligagdo entre 0 marcador que esta a esquerda e a
direita. As cores representam o grau de desequilibrio, sendo que quanto mais escuro, maior € o
desequilibrio
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4.8 Analise multivariada

Através da analise pelo software THESIAS dois marcadores se mostravam
associados a SOP e através de analise univariada apenas um marcador se mostrou
importante. Visto isto passou-se a fazer uma analise multivariada envolvendo os dois
marcadores e ajustando a amostra para a idade.

Uma possivel influéncia do marcador rs3792267 foi encontrada quando
adotamos um modelo de dominancia para o alelo A no marcador rs297562, sendo
que na presenca de genotipos AA ou AG o marcador se mostrava como
predisponente ao desenvolvimento de SOP com um OR = 2,25 (IC 1,1 - 4,6),
mostrando que o resultado apresentado pelo software THESIAS estava sendo
influenciado pela presenca de outro marcador.

Os resultados obtidos para os modelos que se mostraram mais significativos

podem ser vistos na tabela 7.

TABELA 7 - Resultados obtidos a partir de analise multivariada

controles pacientes Valor de p* OR (IC 95%)

rs3792267 AG+AA 70 (46,67%) 29 (58,00%)
GG  80(53,33%) 21 (42,00%) 0,026  2,25(1,1- 4,6)

1s2975762 AG+AA 85 (56,67%) 37 (74,00%)
GG  65(43,33%) 13 (26,00%) 0,005 3,05 (1,4 - 6,6)

NOTA: * Modelo de Regressao Logistica, ajustado para idade (incluidos os marcadores rs3792267 e
rs297562); OR — Odds Ratio; IC — Intervalo de Confianca 95%.
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5 CONCLUSAO

» A amostra foi caracterizada clinicamente de forma bastante criteriosa, sendo que,
apos caracterizacdo desta, a freqiéncia de todos os alelos dos marcadores foi
determinada nos 200 individuos. As frequéncias génicas e genotipicas se
encontravam em equilibrio de Hardy-Weinberg. O alelo mais freqluente
encontrado foi o alelo T para o marcador rs297560 (SNP 44 - T / C), sendo que
este foi o polimorfismo menos informativo.

« Com o auxilio do software THESIAS seis haplotipos foram construidos e suas
frequéncias foram estimadas e avaliadas tanto em pacientes quanto em
controles.

* Quando realizou-se a analise dos efeitos dos haplétipos utilizando-se o OR foram
encontrados dois haplétipos predisponentes para a doenca que eram O0S
haplotipos TGA2 e o haplétipo TAG3 sendo que este ultimo foi descrito como
predisponente para a SOP pela primeira vez.

» O terceiro haplétipo foi o TGG3, haplotipo mais freqiente em nosso estudo e
sendo utilizado como baseline para as analises de regressao, este foi
considerado protetor para a doenca.

* Quando realizado teste estatisticos por meio do Teste exato de Fischer (p<0,05)
e pelo modelo de regresséo logistica ajustado para a idade e incluindo os
marcadores rs3792267 e rs2975762 pode-se observar que ambos apresentavam
associacdo com a doenca. O efeito do marcador rs2975762 se mostrou mais

intenso, sendo o alelo A tido como predisponente e o alelo G como protetor, onde
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um modelo de dominancia para o alelo A no marcador rs2975762 pode ser
estabelecido.

Muitos estudos de andlise de associacdo entre doencas e genes relacionados
devem ainda ser realizadas para que se possa concluir o real papel de genes tal

como a CAPN10 na susceptibilidade a SOP.
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ANEXO 1

Critérios para selecdo das amostras.

1) Critérios para selecao das amostras Controle:
1.1) Analisar o historico da paciente (Anamnese) Obgéms

1.2) Separar pacientes de acordo com :
1.2.1) Idade : () <20; () 20-24; () 25-29;30-34; () 35-39; () > 40.
1.2.2) Numero de gestagbes: )1 ()2()3 () +4
1.2.3) Nao possuir nenhuma das caracteristicascatedacionadas :
Ciclos irregulares () Sim () Nao
Hirsutismo () Sim () Nao
Hiperandrogenismo () Sim () Nao
Ovarios Palicisticos () Sim () Nao

2) Critérios para selecionar amostras de pacientes co80P:
2.1) Analisar o histdrico da paciente (Anamnedegedvacoes:

2.2) Separar pacientes de acordo com :
2.2.1) ldade : () <20; () 20-24; () 25-29;30-34; () 35-39; () > 40.
2.2.2) Possui Oligo e/ou Anovulacéo ? () Sim (p ESpecificar:
2.2.3) Possui sinais clinicos e bioquimicos deraipdrogenismo ? () Sim () Nao

Especificar:
2.2.4) Possui Ovarios policisticos ? (presenca #i2 ou mais foliculos medindo de 2-9 mm
em cada ovario) () Sim () Nao Especificar:
2.2.5) Problemas de infertilidade ? () Sim () NEpecificar:
2.2.6) Peso:
2.2.7) Abortos? () Sim () Nao Quantos:
2.2.8) Outras Etiologias () Sim () Nao Especificar

3) Ap6s andlise da Anamnese das pacientes e dwm graptrole, foi feita a primeira
abordagem no sentido de explicar o motivo da peagei o motivo da solicitacdo de
participacéo.

4) ApOs a aceitacdo pela paciente para participapesquisa lhe foi entregue o termo de
consentimento informado para que seja lido e adsina

5) A coleta da amostra foi feita na clinica mediagnitrega do termo de consentimento.
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