Mariza Augusta Gerdulo dos Santos

Pesquisa de mutacoes em genes envolvidos na
diferenciacao e manutencao das células germinativas
em pacientes portadores de distarbio do

desenvolvimento gonadal 46,XX

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo para obtencao
de titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de: Ciéncias Médicas

Area de concentracdo: DistUrbios Genéticos
de Desenvolvimento e Metabolismo

Orientadora: Profa. Dra. Berenice Bilharinho
de Mendonga

SAO PAULO

2010



Dados I nter nacionais de Catalogagéo na Publicacéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

©reproducdo autorizada pelo autor

Santos, Mariza Augusta Gerdulo dos
Pesquisa de mutagGes em genes envolvidos na diferenciagdo e manutencéo das

células germinativas em pacientes portadores de disturbio do desenvolvimento
gonadal 46,XX / Mariza Augusta Gerdulo dos Santos. -- S&o Paulo, 2010.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Programa de Ciéncias Médicas. Area de concentraggo: Distirbios Genéticos de
Desenvolvimento e Metabolismo.

Orientadora: Berenice Bilharinho de Mendonga.

Descritores: 1.Determinacéo de sexo (genética) 2.Disgenesiagonadal 46 XX
3.Falénciaovariana prematura 4.Amenorréia 5.Infetilidade 6.Células germinativas
7.Mutagéo

USP/FM/DBD-217/10




Este trabalho foi desenvolvido na Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento, Laboratorio
de Hormdnios e Genética Molecular LIM/42 da
Disciplina de Ciéncias Médicas do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade

de S3o Paulo



Ao meu padrinho



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Berenice Bilharinho de Mendonca, pela valiosa
orientacao prestada com tanta sabedoria e sensibilidade, por seu
exemplo como profissional dedicada e de inteligéncia impar que tanto

acrescenta na area médica e de pesquisas cientificas.

A Profa. Dra. Ana Claudia Latronico, pela recepcdo entusidstica
quando entrei para o grupo me proporcionando O espago para

desenvolver meus conhecimentos na area de genética humana.

Ao Prof. Dr. Ivo Arnhold por suas preciosas criticas, sempre
construtivas e de grande valor cientifico que me motivaram durante todo

o Doutorado.

A Dra. Sorahia Domenice e Dra. Miriam Nishi pelo auxilio
indispensavel durante o desenvolvimento desse estudo e pelas palavras

amigas e gentis que tanto me incentivaram.

A Dra. Elaine Costa, Camila Gomes e Maira Pontual pelo

acompanhamento médico dos pacientes recrutados para esse estudo.

Aos colaboradores da Universidade Estadual de Campinas, em
especial ao Dr. Gil Guerra-Junior e Dra. Maricilda Palandi de Mello que
tanto me auxiliaram na coleta dos dados de grande parte dos pacientes

envolvidos nesse estudo.



Aos colaboradores da Clinica Huntington, em especial ao Dr. Paulo
Serafine e ao Dr. André Monteiro da Rocha por proporcionarem a

ampliagdao desse trabalho com tanta disponibilidade e gentileza.

Aos funcionarios Ana Lucia, Cidinha, Cristiane, Nilda, Cristina, Fran
e Mariana pela boa vontade e competéncia que tanto facilitam nosso

trabalho no laboratorio.

As funcionarias do laboratério de Hormonios Luciana Bussman.

Luciana, Helena e Poline pela amizade.

A Dra. Leticia Gontijo Ferreira por ter me recebido no LIM/42 e ter
me concedido a honra de trabalhar ao seu lado em sua tese de

Doutorado. Por seu companheirismo e amizade.

Ao Dr. Antonio Lerario e Dra. Ericka Trabachi por suas orientacdes

precisas, incentivo e acima de tudo pela amizade.

As amigas Aline, Beatriz e Tamaya por toda ajuda que prestaram
com tanto carinho e amizade. Tornando os momentos dificeis da “reta

final” mais alegres e descontraidos no laboratdrio.

Aos colegas do LIM/42 pela convivéncia e por tornarem o ambiente

de trabalho cientifico interessante e agradavel.

Aos pacientes, o verdadeiro motivo dessa pesquisa cientifica, e

seus pais pela boa vontade de participarem desse projeto.

A FAPESP pelo apoio financeiro desse estudo.



A minha m&e por sua eterna dedicacdo, amor, amizade que me
deu bases sdlidas para me tornar a pessoa que sou hoje e pelo incentivo

incondicional na minha vida e carreira cientifica.

Ao meu pai pelo amor, admiragao e incentivo durante meu

desenvolvimento como pessoa e como cientista.

Ao Sr. José dos Anjos e Jurema, mestres sagrados, aos amigos
Elaine, Eduardo, José Prudente, Glauco, Maria, Jodao e todos do TUPTA

pelo apoio, amizade e conhecimentos transformadores.



SUMARIO

Lista de figuras

Lista de tabelas

Resumo
Summary
1 INTRODUGAOD ..ccuuirenrirensirsnssrenssssnsssssnssrsssssenssssnssssnsssssnssssnssrens 1
1.1 Determinagao SEXUAl.....ccviiiiiriiiiiiii it aeaeeeenes 2
1.1.2 A gonada primordial .....vuiuiiiiiiir 2
1.1.3 As células germinativas.......ccooeiiiiiiiiiiiiiiic e, 3
1.1.3.1 As células germinativas durante a
diferenciagcao ovariana.........coeeviiiieiiiiiiiienennenn, 4
1.2 Genes envolvidos na determinagao ovariana...........c.cevvevvinennns 5
2 ey - L 5
12,2 SF L. 6
1.2.3 RSPOL € WNT .ottt ittt et e e e e raaaeeeeas 7
A R ol ) 8
1.3 Genes envolvidos na diferenciacao e manutencao das células

1.4

1.5

(o<1 0 1] = L A V2= [ PP 8
G T A A A @ 11 10
1.3.2 BMPL15 € GDFO. .. ittt iiiiiee s siite s sannaes s sannnessannneaannns 11
1.3.3 STRA8B € @ MEIOSE ...uiiiiiiiiiiiiii it raaes 15
Disturbios do desenvolvimento sexual (DDS) 46,XX....cccccvvvunens 19
1.4.1 Disgenesia gonadal 46, XX ...cceiiiiiiiiiiiii i i 20
1.4.2 DDS ovotesticular ......ccooviiiii i 21
1.4.3 DDS testicular ....ooeiii i 22

Causas genéticas dos disturbios do desenvolvimento gonadal



3 METODOS .ocuuietieuiensinssensenssnssnsssnssnssenssnssnsssnssnssnnssnssnssenssnnsnns 26

I B O T U1 1= o [or= I 27

3.1.1 Avaliagao CliNiCa «vvvvveiiiii i 28

3.1.1.1 Avaliacdo clinica e hormonal em mulheres com

amenorréia primaria e secundaria..................... 29
3.1.2 DDS 46, XX com desenvolvimento de tecido testicular.....33
3.1.2.1 DDS 46, XX ovotesticular......cceevvvvviiiiiiiiinnnnnn. 33
3.1.2.2 DDS 46, XX testicular.......ccovvveiiiiiiiiiiiiiicieans 34
3.2 Pesquisa de MULAGOES. . e iiriiii ittt 37
3.2.1 Extracdo de DNA a partir de sangue periférico................ 37

3.2.2 Amplificacdo de DNA genOmico por reacao de
polimerizagao em cadeia (PCR) ....ovvvviiiiiiiiiiieiieiieeeeaens 38
3.2.3 Pesquisa da variante p.Q115X no grupo controle............. 43
3.2.4 Seqlienciamento auUtOMALICO....ovvviiriieiiiii i 44
4 ResultadosS.....cccciiiiriimiin e 45
4.1 Pesquisa de mutagoes N0 NANOSS .....cceiiiiiiiiiiiiiniiiiieeieeanens 46
4.2 Pesquisa de mutagdes N0 BMP15.....ciiiiiiiiiiiiiiiiii e 48
4.3 Pesquisa de mutag0es N0 STRAS ......cuviiiiiiiiiiii i i iaeaaeas 53
5  DISCUSSAOD ..oovviiiiiiisssssssssnnnnnmsssmmmmsssssssssssnsnsssssssssssssssnnnnsnnnes 54
5.1  GeNE NANOSS ..ttt e et a e e s ann e aanneeaanns 56
5.2 GeNE BMPILS ..uiiiiiiii i e 57
5.3 GENE STRAS. ..ot 59
6 CONCLUSOES......cciiiiiiisssssnnnnnnsnssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnsnnns 62

7 REFERENCIAS.......ccoccunnnnnnnnnsnnnnsssssssssssssssssssssnssssnnsnnnnnnnnnnnnns 64



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.
Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

LISTA DE FIGURAS

Regulacdao da migracdo das células germinativas............... 4
Eventos relacionados <com a diferenciacao e
sobrevivéncia das células germinativas do ovario .............. 9

Modelo da diferenca funcional do BMP15 e GDF9 em
mamiferos. A. Camundongos; B. Ovelhas.............cccvvvenee. 13

Representacdo esquematica do gene BMP15, com os 2
exons e seu produto ProtéiCo.......ccvvvvrviriiiiiniierieriereenenn. 13

Diferenciagao das CGPs masculinas e femininas no
tempo 14.5 dpc apds a entrada na gonada. ...........cceuenens 16

Modelo de repressdao do STRAS através da expressdao dos
genes Cyp26b1l e Nanos2 pelas células germinativas XY ....18

Eletroferograma mostrando a substituicdo da guanina
358 por uma adenina em homozigose no exon 1 do gene
NANOS3 (c.358G>A) em comparagcado com uma
SEQUENCIA CONLIOlE . e it 47

Localizagdao da mutacdo p.E120K na proteina NANOS3 de
RS A - 47

Eletroferograma mostrando a mostrando a substituicao
da citosina 392 por uma timina em homozigose no exon

1 do gene BMPL5 (C.392C>T) ciiiniiiiiii i eieeneeeennens 48
Gel de agarose a 1% dos produtos de PCR de controles

digeridos com a enzima AIWNI. ... ..ot 49
Localizacdo da mutacao p.Q115X na proteina BMP15. ....... 49

Heredograma mostrando segregacao mutacao p.Q115X
NA FAaMIliA oo e 50

Eletroferograma mostrando a substituicido de uma
adenina por uma citosina em heterozigose no exon 1 do
gene BMPL5 (C.13A>C) ciriiiiiiii i v ninee e e 51

Eletroferograma mostrando a substituicado de uma
adenina por uma guanina em heterozigose no exon 1 do
gene BMPL15 (C.308A>G) viviiiiiiiiiiii i i nennneeannns 52

Eletroferograma mostrando a insercao de um cédon TCT
em heterozigose no exon 2 do gene BMP15
(C.788INSTCT) teiiiiiiie i a e eaneeeaneas 52



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

LISTA DE TABELAS

Mutacbes no BMP15 associadas ao fendtipo de
amenorréia primaria € secUNdAria ...o.vvvvrviriiriieiiiireenenn.

Avaliacdo clinica e hormonal das pacientes portadoras de
AMENOITEIA PriMANiA. . et eeeneas

Avaliacdo clinica e hormonal das pacientes portadoras de
AMENOrréia SECUNAANIA «.vvvviriiriiii e rae e aeas

Dados clinicos e histopatolégicos dos pacientes 46,XX
com DDS ovotesticular e testicular........cociiiiiiiiiiiiinna,

Seqliéncias dos oligonucleotideos especificos para
amplificacao dos exons do NANOSS .....cccvviiiviiieiiiieiiinennns

Seqliéncias dos oligonucleotideos especificos para
amplificacdao dos exons do BMP15 ......cccevviiiiviiniinniinnnnnns

Seqliéncias dos oligonucleotideos especificos para
amplificacao dos exons e da regidao promotora do STRAS...

Protocolo das reacgdes de polimerizagao em cadeia (PCR)
PAra 0 NANOSS .. ettt ittt e et e et ea e eaaes

Protocolo das reacgdes de polimerizacdo em cadeia (PCR)
o1 IR =] =3 T

Protocolo das reacgdes de polimerizacdao em cadeia (PCR)
PAra O STRASB ...ttt rsrssaaaaaaa et taatasaaaaeeenrnnnnes



RESUMO

Santos MAG. Pesquisa de mutagcdbes em genes envolvidos na
diferenciacdo e manutencdo das células germinativas em pacientes
portadores de distlrbio do desenvolvimento gonadal 46,XX [tese]. Sao
Paulo. Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 75p.

Diversos genes expressos durante a diferenciacdo das células germinativas
atuam no desenvolvimento ovariano. A diferenciacdo das células somaticas
ovarianas depende do numero de células germinativas pré-meidticas que
migram para a fenda gonadal. A expressao espaco-temporal de genes
envolvidos na diferenciacdo dessas células e a posterior sobrevivéncia dos
odcitos meidticos sdao de interesse no estudo dos distlirbios do
desenvolvimento sexual (DDS) 46,XX. Entre os genes envolvidos nesses
processos estdao o NANOS3, BMP15 e STRA8. O NANOS3, uma molécula de
ligacdo ao RNA que bloqueia a via apoptotica, assegura a sobrevivéncia das
células germinativas durante sua migracdo para o interior da gonada. O
STRAS8 atua no inicio da meiose das células germinativas na gbnada de
embrides XX, sendo o primeiro sinal de dimorfismo gonadal. Por outro lado
a subseqlente sobrevivéncia dos oodcitos € controlada por fatores de
transformacao e crescimento como o BMP15, que promove a diferenciagao
das células da granulosa que por sua vez participam indiretamente da
diferenciacao dos odcitos e das células da teca. Neste trabalho pesquisamos
a presenga de mutagoes inativadoras nos genes NANOS3 e BMP15 em 45
pacientes com disgenesia gonadal (DG) 46,XX (10 casos familiais) e 40
pacientes com amenorréia secundaria sem mutacdo nos genes FSHR e SF1.
Também pesquisamos mutacdes nas regides promotora proximal e
codificadora do gene STRA8 de 45 pacientes com DG 46,XX, 16 pacientes
com DDS ovotesticular 46,XX e 5 pacientes com DDS testicular 46,XX todos
SRY negativo nos quais foram afastados defeitos moleculares nos genes
DAX1, WNT4 e SOX9. No NANOS3 identificamos a mutagcao p.E120K em
homozigose, a primeira associada ao fenétipo de DG 46,XX. Esta mutagdo
missense foi identificada em duas irmas com DG 46, XX e esta localizada no
dominio de ligagao do tipo dedo de zinco da proteina. A nova mutagdao nao
foi identificada em 200 alelos controles pesquisados. No BMP15, uma nova
mutagao nonsense p.Q115X foi identificada em homozigose em duas irmas
com DG 46XX e em heterozigose em uma paciente com amenorréia
secundaria ndo familial. O cdédon de parada prematuro esta localizado na
regido do pré-peptideo da proteina. A nova mutacdo nao foi identificada em
200 alelos controles pesquisados. No gene STRA8, um Unico polimorfismo
previamente descrito na literatura (rs7805859) foi identificado na regiao
codificadora e nenhuma alteragdo na regiao promotora proximal foi
identificada. Em conclusao, identificamos pela primeira vez uma mutagao no
gene NANOS3 associado @ DG 46,XX e confirmamos a participacdo do
BMP15 neste fendtipo. Distlrbios do desenvolvimento gonadal 46, XX
podem ser causados por mutacdes em genes envolvidos tanto na
diferenciagdo quanto manutencgdo das células germinativas ovarianas.

Descritores: 1.Determinagdao sexual (genética) 2.Disgenesia gonadal
46,XX 3.Faléncia ovariana prematura 4.Amenorréia primaria
5.Infertilidade 6.Células germinativas 7.Mutacao



SUMMARY

Santos MAG. Mutation analysis of genes involved in differentiation and
maintenance of germ cells in patients with 46,XX disorders of gonadal
development [thesis]. Sdo Paulo. “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2010. 75p.

Several genes expressing during the germ cell differentiation act in ovary
development. The differentiation of somatic ovary cells depends of a pool
of pre meiotic germ cells migration into the gonad. The space and
temporal expression pattern of some genes involved with germ cell
differentiation and the subsequently oocyte survival should be
investigated in the disorders of sexual development (DSD) 46,XX. Some
key genes involved with these processes are: NANOS3, BMP15 and
STRA8. The NANOS3, a RNA binding molecule that blocks the apoptotic
pathway, ensures the survival during migration into genital ridge. The
STRAS8 acts in the bigining of germ cells meioses in XX embryos and mark
the first sexual gonadal dimorphism. In other hand the subsequently
oocyte survival is controlled through transforming growth factor member
BMP15, that guarantees granulose cells differentiation that acts indirectly
in meiotic oocyte and theca cells differentiation. In this work we searched
for the presence of inactivating mutations in NANOS3 and BMP15 in 45
patients with 46XX gonadal dysgenesis (10 familial cases) and 40
patients with secondary amenorrhea without FSHR and SF1 mutation.
We also searched for inactivating mutations in coding and proximal
promoter region of STRA8 in 45 patients with 46XX gonadal dysgenesis,
16 ovotesticular disorder of sex development (DSD) patients and five
46XX testicular DSD patients all SRY negative and molecular defects in
DAX1, WNT4 and SOX9 gene. In NANOS3 we identified the mutation
p.E120K in homozygous state, the first associated with DG 46,XX
phenotype. This missense mutation was identified in two sisters with
46XX GD and affects a zinc finger domain of the protein. The new variant
was absent in 200 control alleles. In BMP15, a new nonsense mutation
p.Q115X was identified two sisters in homozygous state and in one
sporadic case of secondary amenorrhea in heterozygous state. The
premature codon STOP affects the pro-peptide domain of the protein. The
new variant was absent in 200 control alleles. In STRA8, only a
previously described polymorphism (rs7805859) was identified without
any other variation in coding or proximal promoter region. In conclusion,
we identified for the fist time mutation in NANOS3 associated with DG
46XX and corroborate the role of BMP15 in this phenotype. Disorders of
gonadal development 46,XX may be involved with differentiation and
maintenance of ovarian germ cells.

Descriptors: 1.Sex determination (genetics) 2.46,XX gonadal
dysgenesis 3.Premature ovarian failure 4.Primary amenorrhea
5.Infertility 6.Germ cells 7.Mutation
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1.1 Determinacao sexual

A determinacdo sexual nos mamiferos € um processo dindmico e
complexo que requer a interacdo de multiplos fatores. Durante o
desenvolvimento da gobnada bipotencial fetal, tanto as células
germinativas quanto as células somaticas adquirem caracteristicas sexo-
especificas. Genes dos cromossomos sexuais e também genes
autossOmicos sdo responsaveis por sinalizar e controlar a diferenciacao
da goOnada primordial em ovario ou testiculo. Entretanto, muitos dos
eventos que participam do processo de diferenciagao sexual nao foram

ainda completamente elucidados (Matzuk e Lamb, 2008).

1.1.2 A gonada primordial

Em embrides humanos, a gonada primordial ou gébnada bipotencial
se desenvolve aproximadamente 32 dias apds a fertilizagdo, na superficie
ventral dos mesonéfrons craniais, derivados do mesoderma
intermediario, é do mesoderma intermedidrio que também surgirdo a
glandula adrenal e o sistema urinario. A gonada primordial inicialmente é
formada exclusivamente por células somaticas: células mesenquimais
provenientes do folheto mesodérmico e células do epitélio celémico, de

origem endodérmica, que cobrem a superficie celomica da fenda genital.
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1.1.3 As células germinativas

Inicialmente formada apenas por células somaticas, as gonadas
sao subseqientemente colonizadas pelas células germinativas, também
chamadas de células germinativas primordiais (CGPs). Na quarta
semana da vida embriondria as células préximas a base do alantdide,
derivadas do folheto epiblastico, se diferenciam em CGPs e se movem
para o interior da gOnada primitiva (Figura 1A). Estas CPGs darao
origem as células germinativas da gonada e também as células
mesodérmicas do embrido. Nesse periodo, é possivel a deteccao de dois
fatores importantes, o OCT4 (Octamer-binding transcription factor - 4)
e o C-KIT (proto-oncogene tyrosine-protein kinase Kit), caracteristicos
deste tipo celular. Neste momento, as células ganham mobilidade e
migram pelo mesentério dorsal até alcangar a fenda gonadal na quinta
semana (Figura 1B).

A partir desse estagio, o desenvolvimento gonadal depende da
interacdo de multiplos fatores, como proteinas de matrix extracelular
expressos pelas células somaticas e genes anti-apoptdétocos expressos
pelas proprias células germinativas para controlar a migracgao,
proliferacdo e a sobrevivéncia das CGPs tanto nos embrides XX quanto

nos XY (Matzuk e Lamb, 2008).
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Figura 1. Regulacao da migracao das células germinativas. A. Embrido
de 4 semanas: diferenciacao das células germinativas primordiais ocorre
das células derivadas do epiblasto presentes no saco vitelino préoximo a
base do alantdide. As CGPs expressam fosfatase alcalina, OCT4 e C-kIT.
Proteinas de células ndo diferenciadas, como a fibronectina e laminina,
sdo expressas ao longo da via de diferenciacdao destas células. B. Embrido
de 5 semanas: CGPs migram ao longo do mesentério dorsal e entram
pela fenda gonadal para o interior da génada

1.1.3.1 As células germinativas durante a diferenciagdo ovariana

A partir da sétima semana, as células germinativas proliferativas
se diferenciam em oogbnia que por sua vez sao envolvidas por uma
camada de células foliculares, derivadas das células de suporte
precursoras do epitélio celomico. Uma vez iniciada a meiose, as oogonias
se diferenciam em odcitos e formam o foliculo primordial. No final da
sétima semana a atividade proliferativa cessa e a maioria das células
ja estao em estagio de profase meidtica. Os odcitos entdo, progridem até
a fase de diploteno e permanecem neste estagio até o periodo ovulatério

na vida adulta (Kocer A et al, 2009).
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1.2 Genes envolvidos na determinacao ovariana

A identificacao de fatores essenciais para o desenvolvimento
ovariano, como C-KIT, SF1, DAX1l, WNT4, RSPO1l, FOXL2 e outros,
tornou-se possivel a partir de estudos em animais. Além disso, a
identificagdo de mutagOes nesses genes em humanos foi de extrema
utilidade para a compreensao do papel desempenhado por cada um deles
na determinagao sexual e organogénese ovariana (Matzuk e Lamb, 2008).

Alguns genes sao essencialmente expressos durante os primeiros
estagios de desenvolvimento da génada bipotencial em ambos os sexos,
como é o caso do C-KIT e do SF1, e podem ser diferentemente
modulados no periodo de determinacdao sexual, desempenhando
diferentes fungbes dependendo da gonada a ser formada. Devido a
complexidade de suas funcgdes, a inativagdao desses genes pode resultar

em fenotipos varidveis (Matzuk e Lamb, 2008).

1.2.1 C-KIT

O proto-oncogene tyrosine-protein kinase Kit (C-KIT) &
responsavel por direcionar a migracdo das CGPs para o interior da
gonada bipotencial e sua expressao perdura nas espermatogonias e
também nos odcitos primarios até a foliculogénese. Nesse estagio, o
montante celular é fundamental para a formacdao gamética. Os modelos
animais nos quais nao ha expressao do c-Kit apresentam um fendtipo de

infertilidade devido ao decréscimo substancial de células germinativas na
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gonada (80% nas fémeas e 70% nos machos (Besmer et al, 1993). No
entanto, em humanos a inativacao do C-KIT foi descrita associada a um
raro distlrbio na melanogénese (Spritz et al, 1992; Richards et al, 2001).
Ha apenas uma descricdo de mutacdo no C-KIT em uma paciente com

faléncia ovariana prematura isolada (Shibanuma et al, 2002).

1.2.2 SF1

O gene nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1 (ND5A1)
ou SF1 codifica um receptor nuclear 6rfao expresso no cortex adrenal,
hipotadlamo e gonadotrofos durante o desenvolvimento embrionario
(Parker et al, 1997). O SF1 regula a transcricdo de varios genes
envolvidos na esteroidogénese e diferenciacdao sexual (Wong et al, 1996;
Parker et al, 1997). Os camundongos machos que ndao expressam o Sfl
apresentam agenesia adrenal e gonadal, resultando em insuficiéncia
adrenocortical e reversdo sexual tanto da genitdlia interna quanto da externa,
além de bloqueio na producao de gonadotrofinas (Parker et al, 1997).

Em humanos, mutagdes missense no SF1 foram identificadas em
pacientes 46,XY portadores de disgenesia gonadal completa ou parcial
associado ou ndo ao quadro de insuficiéncia adrenal (Achermann et al, 1999;
Ito, et al, 2000; Correa et al, 2001; Hasegawa et al, 2004; Mallet et al, 2004;
Lin e Achermann, 2008). Recentemente, mutacdes inativadoras no SF1
foram descritas em pacientes 46,XX, portadoras de faléncia ovariana

isolada, familiar ou esporadica (Lourenco et al, 2009).



Introducéao 7

1.2.3 RSPO1 e WNT4

O gene R-spondin homolog Xenopus laevis (RSPO1), precursor do
wingless-type MMTV integration site family, member 4 (WNT4) regula
uma via essencial (WNT-B catenina) para o desenvolvimento ovariano.
Esse gene é expresso nas células somaticas ovarianas e estabiliza a
atividade nuclear da B-catenina, essencial na determinacdao do ovario
(Capel, 2006; Wilhelm, et al, 2007). Em contraste, no embriao XY, a via
de sinalizagdo SRY/SOX9 desempenha um papel supressor da via Wnt-B-
catenina ovariana (Kocer et al, 2008).

Camundongos que nao expressam o Rspol, ndo expressam o Wnt4
e o fendtipo gonadal dos camundongos que ndo expressam cada um
desses genes é semelhante (Chassot et al, 2008). As fémeas que
apresentam bloqueio nessa via de sinalizagao possuem ovotestes, com a
presenca de corddes testiculares e de células de Leydig (Vainio, et al, 1999;
Heikkila et al, 2005).

Mutagbes no RSPO1 em humanos estao associadas a reversao sexual
em individuos 46,XX com hiperqueratose palmoplantar e predisposicdo
para o desenvolvimento de carcinoma de pele. Até o momento nenhuma
mutacao foi identificada em casos de DDS ovotesticular 46,XX isolado
(Parma et al, 2006).

Em humanos, a duplicagdo do cromossomo 1, compreendendo o
locus do WNT4, resulta em genitdlia ambigua em individuos 46,XY,
confirmando sua fungao na determinagao ovariana (Jordan et al, 2001).

MutacgoOes inativadoras do WNT4 foram descritas em mulheres com

virilizacdo e auséncia de derivados millerianos, fendtipo distinto da
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sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser classica, e muito semelhante
ao fenotipo de camundongos fémeas nocaute para o Wnt4 (Biason-

Lauber et al, 2004; Biason-Lauber et al, 2007; Philibert et al, 2008).

1.2.4 FOXL2

Camundongos fémeas que ndo expressam o gene Forkhead
Transcription Factor 2 (Foxl2) apresentam falta de diferenciacao das
células da granulosa, com conseqiente auséncia de foliculogénese e
faléncia ovariana (Uda et al, 2004).

Mutacbes no gene FOXL2 estdo associadas a sindrome de
blepharophimosis—ptosis—epicanthus tipo 1 (BPES), caracterizada por
mal-formacgdes dos olhos associada a faléncia ovariana (Crisponi et al, 2001).
Em pacientes com faléncia ovariana isolada mutagées no FOXL2 foram
identificadas em cerca de 3% dos casos estudados (De Baere et al,2001;

Harris et al, 2002, Walkins et al, 2006).

1.3 Genes envolvidos na diferenciacao e manutencao

das células germinativas

A diferenciacdo das células somaticas do ovario depende da
presenca de células germinativas na génada (MclLaren, 2000). Assim,

genes envolvidos na diferenciacdo dessas células, bem como sua



Introdugao 9

posterior manutencdo sdo de interesse no estudo dos disturbios do
desenvolvimento gonadal.

A sobrevivéncia dos odcitos depende de duas vias sinalizadoras:
uma autocrina, proporcionada geralmente por genes anti-apoptéticos, e
outra paracrina, na qual algumas moléculas ativam a proliferacao e
diferenciacao de células de suporte da formagao do foliculo primordial até

a ovulagao (Figura 2. adaptada de Moreli e Cohen, 2005).

Dictyate Arrest —

1°: Meiose e Follicles 3°: Formagao
sobrevivéncia das CGPs no dos foliculos
interior da génada até »2°: piferenciacdo e primordiais

nascimento proliferacdo das

células da granulosa

Figura 2. Eventos relacionados com a diferenciacao e sobrevivéncia das
células germinativas do ovario
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1.3.1 NANOS3

O gene nanos homolog 3 (Drosophila)(NANOS3) é expresso pelas
CGPs e é considerado um gene anti-apoptético durante o estagio de
migracao das CPGs para o interior da génada (Suzuki H et al, 2008).
Moléculas de ligacdo ao RNA (NANOS) modulam a expressdo génica
impedindo a tradugao de transcritos durante o desenvolvimento gonadal
e estdo envolvidos com a diferenciacdo das células germinativas tanto
em invertebrados quanto em vertebrados (Lehmann and Nusslein-
Volhard, 1991; Pilon and Weisblat, 1997; Asaoka et al, 1998;
Subramaniam and Seydoux, 1999; MacArthur et al, 1999; Koprunner et
al, 2001; Tsuda et al, 2003; Fujii et al, 2006). Camundongos machos e
fémeas que nao expressam o Nanos3 perdem completamente as células
germinativas durante o desenvolvimento gonadal (Tsuda et al, 2003). O
gene NANOS3 nos humanos esta localizado na regido 13.13 do braco
curto do cromossomo 19 e possui 2 exons. O estudo desse gene foi
realizado em 88 mulheres caucasianas e 88 chinesas portadoras de
faléncia ovariana prematura, porém nenhuma mutacdo foi identificada
(Qin et al, 2003).

Tendo em vista a importancia do NANOS3 para a sobrevivéncia das
células germinativas, o presente estudo concentra-se na busca de mutagdes
inativadoras nesse gene em pacientes portadoras de amenorréia primaria

e secundaria.
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1.3.2 BMP15 e GDF9

Dentre os genes de sinalizagdo paracrina nas células do ovario
estdao o Bone Morfogenic Protein 5 (BMP15) e o Growth Diferentiation
Factor 9 (GDF9).

O GDF9 é um fator de diferenciacdao e crescimento secretado pelos
oocitos que atua nas células somaticas do ovario. Estudos in vivo
demonstram a acdo do Gdf9 nas células da granulosa que por sua vez
participam indiretamente da diferenciacdo dos odcitos meidticos e também
das células da teca (Dong, et al, 1996; Carabatsos et al, 1998; Elvin et al,
1999). O GDF9 regula a expressao de alguns genes e processos durante o
periodo pré-ovulatorio. A inducdo da hialuronidase sintetase 2,
ciloxigenase 2 e do receptor E2/EP2 bem como a inibicao do receptor de LH
e do ativador plasminogénico urokinase que sao necessarias para a expansao
do cumulus que sustenta o odcito (Elvin et al, 1999 e Elvin et al, 2000).
Estudos de expressao do gene Gdf9 em ratas mostram seu papel no
estimulo do crescimento do foliculo pré-antral e também na producdo
basal de estradiol pelas células da granulosa, demonstrando sua multipla
fungcao durante os primeiros estagios da foliculogenese até o periodo pré-
ovulatério (Hayashi et al, 1999 ; Vitt et al, 2000).

Em humanos, o GDF9 estd localizado no cromossomo 5 e é
constituido por 3 exons. Mutacdes no GDF9 foram associadas a casos de
amenorréia primaria e secundaria (Dixit et al, 2005; Laissue et al, 2006).

Assim como o GDF9, o BMP15 também pertence a familia de

fatores de transformacgdo e crescimento do tipo B (TGF-B), expressos pelas
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células germinativas durante a foliculogénese (Di Pasquale et al, 2004).
O Bmp15 foi primeiramente estudado em ovelhas. Em algumas linhagens
com mutacdes em heterozigose no Bmpl5 (Inverdale e Hanna;
FecX'/FecX"), ha o aumento na freqiiéncia ovulatéria e no nascimento de
gémeos ou trigémeos (Galloway, et al, 2000). Surpreendentemente
mutacdes em homozigose no Bmp15 levam a um fendtipo de infertilidade
nesses animais, muito semelhante aos camundongos que nao expressam
o Gdf9 (Yan et al, 2001).

A expressao do Bmpl5 acompanha o padrao de expressao do gene
Gdf9 nos oodcitos (Dube et al, 1998; Elvin et al, 2000). A estrutura
molecular dos dois peptideos é semelhante, o que propicia formacao de
heterodimeros. O papel desses dois peptideos tanto na forma de
homodimeros quanto na forma de heterodimeros é imprescindivel
durante o desenvolvimento ovariano nos mamiferos (Yan et al, 2001).

Em camundongos os homodimeros de Gdf9 parecem desempenhar
um papel prioritario na sinalizacdo de sua via, enquanto os homodimeros
de Bmp15 e heterodimeros de Bmp15/Gdf9 provavelmente possuem um
papel sinérgico no ovario (figura 3A). Ja em ovelhas os homodimeros de
Bmp1l5 sao mais potentes na sinalizagdao do receptor embora as outras
formas de dimerizacdo possam também desempenhar um papel

significativo (Figura 3B).
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GDF9

Figura 3. Modelo da diferenca funcional do BMP15 e GDF9 em
mamiferos. A. Em camundongos a sinalizacdo do receptor é realizada
preferencialmente por dimeros de GDF9; B. Em ovelhas a sinalizacdo do
receptor é realizada preferencialmente por dimeros de BMP15

Em humanos, o gene BMP15 esta localizado no braco curto do
cromossomo X e é constituido por 2 exons. Os peptideos formados sdo
subseqlientemente clivados em um pré-peptideo e um peptideo maduro

(Figura 4).

ExXOM 1:377 pb INTROMN 4.645 ph ExXiOM 2:385 ph

- ~ %
Peptideo sinal Propeptidan Peptidao maduro
{1-17 aa) {18-250 aa) {(250-392 aa)

Figura 4. Representacao esquematica do gene BMP15, com 0s 2 exons €
seu produto protéico (as setas mostram a localizacdo dos sitios de
clivagem)
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A primeira mutacdo no BMP15 foi identificada na regido do pro-
peptideo em duas irmds com amenorréia primaria. O estudo funcional
mostrou que mutagdes no BMP15 em heterozigose apresentam um efeito
dominante negativo. Apenas um alelo mutado é suficiente para impedir a
funcdo do peptideo formado a partir do alelo normal. Os pré-peptideos com
alteracdes nos sitios de dimerizacdo formam homo e heterodimeros
instaveis de rapida degradacdo, impedindo a sinalizacdo de seu receptor e a
proliferacdo das células da granulosa in vitro (Di Pasquale et al, 2004).

Os trabalhos subseqlientes de pesquisas de mutacdes no gene
BMP15 foram realizados em pacientes que apresentavam amenorréia
primaria e secundaria. As variantes encontradas estao descritas na Tabela 1

com base na recente revisao feita por Lassuie e colaboradores (2008).

Tabela 1. Mutagdes no BMP15 associadas ao fendtipo de amenorréia

primaria e secundaria

Estado da o - A
Mutacdo Mutacgao Fenotipo Referéncia
. Di Pasquale et al (2004, 2006);
Heterozigose p.Y235C AP Laissug ot al (200(6) )
Heterozigose p.L148P AS Rossetti et al (2008);

Di Pasquale et al (2004);
Heterozigose p.R68W AS Laissue et al (2006);
Rossetti et al (2008)

Heterozigose p.R61W AS Dixit et al (2006)
Homozigose p.E211X AP Dixit et al (2006)
Heterozigose p.R138H AP Rossetti et al (2008)

AP; amenorréia primaria; AS: amenorréia secundaria
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Até o momento foram descritas 5 mutagdes em heterozigoze no
BMP15 por 5 grupos distintos. Segundo o estudo de Dixit e
colaboradores, 21 de 133 (15.8%) mulheres com faléncia ovariana
prematura apresentaram mutagdes missense tanto no BMP15 quanto no
GDF9. (Dixit et al 2005). Um recente estudo de mutacdes no BMP15 em
300 mulheres com faléncia ovariana prematura (45 com amenorréia
primaria e 255 com amenorréia secundaria) identificou 1 mutacdo em
amenorréia primaria e 5 mutacdoes em amenorréia secundaria
acompanhadas do estudo in vitro comprovando que essas mutacdoes em
heterozigose afetam a funcdo da proteina (Rossetti et al, 2008).

Neste estudo nos concentramos na analise do BMP15 em pacientes

portadoras de amenorréia primaria e secundaria.

1.3.3 STRAS e a meiose

Embora muitos genes ja tenham sido estudados tanto em
modelos animais quanto em pesquisas de mutagdes em humanos no
intuito de identificar as causas genéticas dos disturbios de
desenvolvimento gonadal, sabe-se que o controle da meiose das células
germinativas XX durante a embriogénese através da expressao do
Stimulated by retinoic acid 8 (STRA8) é o grande marco da
determinacdo ovariana. Ja as células germinativas XY mantém a meiose

suprimida até o nascimento. (Figura 5).
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Figura 5. Diferenciagcao das CGPs masculinas e femininas no tempo 14.5
dpc apds a entrada na gonada. A expressdo do gene Stra8 marca o
primeiro sinal de dimorfismo sexual gonadal

Uma vez que a meiose é a primeira caracteristica exclusiva das
gbnadas embriondrias XX, a criacdao de uma “janela” temporal e espacial
durante a meiose das células germinativas tornaria regides distais da
gbnada vulneraveis ao processo de reversao sexual. Estudos utilizando
co-culturas de gobnadas embriondrias demonstraram que as células
germinativas meidticas das génadas XX sdao capazes de bloquear a via de
diferenciagao masculina, inibindo a formagao dos corddes testiculares
em gobnadas XY (Humphrey, et al, 2003).

Dessa forma, é possivel que a expressdao do gene STRA8 na
gonada XX module outros fatores inibidores da via masculina e impeca a
diferenciacdo das células somaticas em células de Sertoli e, assim, a
formacdao dos corddes testiculares. Se tais inibidores nao forem

expressos, € possivel que o desenvolvimento testicular ocorra em
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individuos com o cariétipo XX mesmo na auséncia do gene SRY. Como ja
foi descrito anteriormente, a presenca dos odcitos (células meidticas) se
torna imprescindivel durante o processo de diferenciacao ovariana, ja que
no caso dessas células morrerem ou serem eliminadas, as células da
granulosa sdo capazes de diferenciar-se em células de Sertoli na gbnada
primitiva (McLaren, 2000).

O gene STRA8 em humanos esta localizado no cromossomo 7,
possui 9 éxons e codifica um RNAmM de 993 pares de bases e uma
proteina de 330 aminoacidos. A proteina STRA8 humana apresenta sitios
de fosforilacdo para proteina Kinase A e C, caseina Kinase 2 e kinases
dependentes de prolina, com homologia de 55% com o stra8 do
camundongo (Miyamoto et al, 2002). A regidao do promotor proximal
murino foi definida em estudos funcionais como a regiao de 400 pares de
base a montante do gene Stra8, apds analise in vivo da expressao da
luciferase em linhagens de camundongo transgénico (Giuli et al, 2002).
Essa seqliéncia possui um sitio transcricional inicial, incluindo uma
seqliéncia TATA-box like e duas seqliéncias de ligagao para receptores do
acido retindico (Chambon, 1996).

O STRA8 é um fator de transcricdo induzido por acido retindico
gue consiste em uma proteina citoplasmatica fosforilada soluvel
(Oulaud-Abdelghani el al, 1996). Em células germinativas do ovario
embrionario, o aumento dos niveis de acido retindico promove a
meiose. Em testiculos embriondrios essa acao é retardada inicialmente
pela enzima Cyp26b1, expressa especificamente pelas células de Sertoli

nos cordodes testiculares nascentes e posteriormente pela expressao do



Introducao 18

NANOS2 (proteina caracterizada por sua capacidade de ligacdo ao RNA).
Assim, a regulacdo precisa dos niveis de acido retindico provém de um
mecanismo de controle essencial da diferenciacdo das células
germinativas nas gonadas XX e XY (Figura 6) (Suzuki et al, 2008;

Koubowa et al, 2006).
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\CYR26bT —; Strald NManos2 sexual masculina

Figura 6. Modelo de repressao do STRAS8 através da expressao dos genes
Cyp26b1 e Nanos2 pelas células germinativas XY (Suzuki e Saga, 2008)

Os camundongos que nao expressam o Stra8 apresentam uma
reducdo significativa do tamanho dos ovarios, com auséncia de células
germinativas e infertilidade (Koubowa et al, 2006).

Considerando-se a importancia do gene STRA8 na diferenciacao
ovariana € possivel que alteragdes nesse gene possam estar associados
aos disturbios do desenvolvimento gonadal. Além disso, assim como
outros genes envolvidos no desenvolvimento ovariano, o Stra8 foi

extensivamente estudado em modelos animais, porém nunca foi
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pesquisado em humanos com disturbios do desenvolvimento gonadal
(Menck et al, 2003; Koubova et al, 2006; Baltus et al, 2006).
No presente trabalho, estudamos a presenca de mutagdes inativadoras

no gene STRAS8 nos disturbios do desenvolvimento sexual 46,XX.

1.4 Distarbios do desenvolvimento sexual (DDS) 46,XX

O termo disturbio do desenvolvimento sexual (DDS) e sua
definicao foram estabelecidos em 2006, por um consenso internacional
formado por membros da Lawsson Wilkings Pediatric Endocrine Society e
pela European Society for Pediatric Endocrinology (Lee et al, 2006).
O conceito proposto neste consenso emergiu da evolugdao dos
conhecimentos sobre as bases genéticas das anomalias do desenvolvimento
sexual bem como da necessidade de se referir a essas patologias de
forma mais apropriada.

O termo disturbios do desenvolvimento sexual (DDS) engloba as
condicdes congénitas nas quais o desenvolvimento do sexo cromossémico,
sexo gonadal ou o fendtipo genital é atipico. Segundo a nova
nomenclatura proposta pelo consenso, os disturbios de desenvolvimento

sexual 46,XX foram agrupados em 3 grandes grupos:

(A) Disturbios do desenvolvimento sexual (DDS) 46,XX:

1. Disgenesia gonadal: forma completa e parcial
2. DDS ovotesticular (previamente hermafrodita verdadeiro)

3. DDS testicular (previamente homem XX)
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(B) DDS por excesso de andrégenos de origem:

1. Fetal (hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia da
21-hidroxilase, 3B-hidroxiesterdide desidrogenase e
11B-hidroxilase e resisténcia aos glicocorticoides)

2. Fetoplacentaria (deficiéncia de aromatase e deficiéncia da
P450 oxidoredutase)

3. Materna (tumores virilizantes maternos, luteoma, exégeno)

(C) Outros (ex. extrofia cloacal, atresia vaginal e outras sindromes)

Os disturbios do desenvolvimento gonadal (DDG) relunem as
condigdes relacionadas a anormalidades do desenvolvimento sexual por
anormalidades do desenvolvimento ovariano (DDS 46,XX). A descricao de
pacientes com DDS ovotesticular e testicular na mesma familia reforca a
hipdétese de que esses fendtipos sejam manifestacdes alternativas do
mesmo defeito genético (Skordis et al, 1987; Maciel Guerra et al, 2008).
Nesse estudo daremos enfoque apenas aos disturbios do

desenvolvimento gonadal em pacientes 46,XX.

1.4.1 Disgenesia gonadal 46,XX

A disgenesia gonadal 46,XX caracteriza-se por auséncia do
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e amenorréia
primaria, associado a gonadas em fita, niveis elevados de gonadotrofinas

e cariotipo 46,XX. A disgenesia gonadal é uma das causas de faléncia
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ovariana prematura que pode ser causada por alteracdes cromossdmicas
ou por defeitos nos genes ligados ao cromossomo X ou autossdmas,
doencas autoimunes e alteracbes tdéxicas. Com relativa freqiéncia, a
causa etiolégica ndo é conhecida, sendo entdao denominada de idiopatica

(Vilodre et al, 20071.4.1 - Disturbios do desenvolvimento gonadal

1.4.2 DDS ovotesticular

Dentre os disturbios do desenvolvimento sexual, o DDS
ovotesticular responde por cerca de 10% dos casos. O diagnodstico é
histolégico, identificando-se a coexisténcia de tecido testicular e ovariano
no mesmo individuo. Para o diagndstico histoldogico é necessaria a
caracterizacao de foliculos ovarianos ou corpora albicans, que definem a
estrutura ovariana e de tubulos seminiferos ou espermatozodides, que
definem a existéncia de tecido testicular. A presenca de células de Leydig
ou células hilares e de estroma ovariano nao define uma estrutura
testicular ou ovariana, respectivamente (Damiani et al, 2005). O ovario e
o testiculo podem existir separadamente como estruturas laterais
pareadas, ou ambos os elementos podem estar combinados em uma
mesma gbnada, o ovotestes. Segundo os estudos de casos envolvendo
DDS ovotesticular 46,XX, a gonada mais comum é o ovotestes, seguido
pelo ovario e, menos comumente, pelo testiculo (van Niererk e Retief,
1981; Krob, et al. 1994; Damiani et al, 2005). A posicdo das goOnadas
varia de intra-abdominal a labioescrotal. As apresentagdes clinicas

variam, porém a grande maioria apresenta ambiglidade genital. O
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desenvolvimento mamario € comum no DDS ovotesticular. A virilizacdo
progressiva na puberdade usualmente acompanha o desenvolvimento das

mamas e muitas vezes de sangramento vaginal em forma de hematuria.

1.4.3 DDS testicular

Os pacientes portadores de DDS testicular sao usualmente
descritos como individuos que apresentam aspectos clinicos e hormonais
muito semelhantes ao dos pacientes com sindrome de Klinefelter diferindo
destes basicamente por possuirem caridtipo 46,XX e de normalmente ndo
apresentarem alta estatura e habito eunucdide (de la Chapelle,1981).
Pacientes com DDS testicular sdao classificados em duas categorias de
acordo com sua apresentacao clinica: a primeira é caracterizada por
genitalia externa masculina normal e é geralmente diagnosticada em
idade pospuberal em geral por ginecomastia ou infertilidade; e a
segunda, caracterizada por ambiglidade dos genitais externos, que
correspondem a aproximadamente 10% dos casos. Quanto a genitalia
interna, nos pacientes com a forma classica geralmente ocorre o
desenvolvimento normal dos ductos de Wolff e involugao das
estruturas millerianas, enquanto aqueles com ambigilidade genital
externa possuem um misto de derivados millerianos e wolffianos.
O aspecto gonadal revela testiculos imaturos ou disgenéticos com
aplasia germinativa e células de Sertoli normais ou hiperplasicas

(Boucekkine et al, 1994).
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1.5 Causas genéticas dos disturbios do desenvolvimento

gonadal 46,XX

Os disturbios do desenvolvimento sexual (DDS) por anormalidades
do desenvolvimento gonadal sdao causados durante a embriogénese,
geralmente por aberragbes cromossOmicas como translocagdes,
mosaicismos, mutacdes ou delecoes de genes envolvidos na cascata da
determinacao sexual. A maioria dos pacientes apresenta constituicao
cromossdmica 46,XX (60% dos casos), sendo o restante composto por
pacientes com translocagdes do gene SRY para o cromossomo X (10%) e
mosaicismos variados ou quimeras (46,XX/46,XY) que correspondem aos
restantes 30% dos casos (Krob et al,1994; Damiani et al, 2005).

Uma vez que a maioria dos casos de DDS apresenta caridtipo
46,XX sem aberracao cromossOmica, a busca de mutacdes inativadoras
em dgenes envolvidos no desenvolvimento ovariano, que possam
esclarecer o fendtipo, consiste em uma importante estratégia para

melhor entendimento desses disturbios.
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1. Pesquisar a presenca de mutagoes inativadoras no gene NANOS3 em

mulheres portadoras de amenorréia primaria e secundaria

2. Pesquisar a presenca de mutacdes inativadoras no gene BMP15 em

mulheres portadoras de amenorréia primaria e secundaria

3. Pesquisar a presenca de mutagoes inativadoras na regidao promotora e
codificadora do gene STRA8 em pacientes portadores de disturbios do
desenvolvimento sexual (DDS) 46,XX (disgenesia gonadal, ovotesticular,

testicular).
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O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina de Universidade de Sdo Paulo, em
07/04/2008, protocolo n° 1226/07. Todos os pacientes ou seus
responsaveis assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
para participacdo nos protocolos clinicos, coleta das amostras de sangue

e analise de DNA segundo as normas do Comité de Etica.

3.1 Casuistica

Estudamos 45 pacientes com quadro de amenorréia primaria e
auséncia de desenvolvimento de mamas associado a niveis elevados
de gonadotrofinas com predominio dos niveis de FSH, sugerindo
quadro de disgenesia gonadal completa; 40 pacientes que
apresentavam amenorréia secundaria também com niveis elevados de
gonadotrofina FSH>LH; 16 pacientes portadores de DDS ovotesticular,
caracterizado pela presencga de tecido ovariano e testicular no mesmo
individuo; 5 pacientes portadores de DDS 46,XX testicular. Os
pacientes portadores distlUrbios do desenvolvimento gonadal sao

provenientes do ambulatério da Unidade de Endocrinologia do
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Desenvolvimento da Disciplina de Endocrinologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP - Sao Paulo (HCFMUSP) e do
Departamento de Pediatria; Departamento de Genética Médica -
Faculdade de Ciéncias Médicas - Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp) - Campinas (SP).

As dosagens hormonais e os estudos moleculares foram
realizados no Laboratério de Hormonios e Genética Molecular/LIM 42
do HCFMUSP e pelo Departamento de Genética Médica - Faculdade de
Ciéncias Médicas - Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) -

Campinas (SP).

3.1.1 Avaliacao clinica

Todos os pacientes foram submetidos a um exame clinico geral
com avaliacdo cuidadosa da genitdlia externa. A presenca de estigmas
somaticos encontrados na sindrome de Turner foi afastada. No
levantamento dos antecedentes familiares pesquisou-se consanguinidade
e presenca de outros afetados na familia. Todos os pacientes com tecido
testicular eram SRY negativo (em DNA extraido de leucdcitos periféricos
e ou tecido gonadal). Nos pacientes portadores de DDG 46,XX
ovotesticular e testicular foi excluida a presenca de mutacdes
inativadoras nos genes DAX1 e WNT4 (Domenice et al, 2004) e do
excesso de numero de copias do gene SOX9, genes estes potencialmente

responsaveis por disturbios da determinagao sexual.
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3.1.1.1 Avaliacao clinica e hormonal em mulheres com amenorréia

primaria e secundaria

Foram realizadas dosagens basais das gonadotrofinas (LH e FSH) e
do estradiol. No periodo do estudo foram utilizados dois métodos de
dosagens para as gonadotrofinas séricas: o radioimunoensaio (RIE) com
duplo anticorpo (Wallac, Turku, Finlandia) ou o ensaio imunofluorométrico
(IFMA) (Perkin Elmer, Wallac, Finlandia).

As 45 pacientes portadoras de disgenesia gonadal 46,XX
apresentavam como queixa principal amenorréia primaria. A
ultrassonografia pélvica demonstrou Utero de volume reduzido e ovarios
pequenos ou nao visualizados. Os valores de FSH variaram de 28 a 117
U/L e os de LH variaram de 8 a 50 U/L. Os valores de E2 variaram de <13
a 18 pg/mL (Tabela 2). Nenhuma paciente apresentava doencas
autoimunes ou mutagdes no gene SF1. A média da idade de diagndstico foi
de 24 anos. Das doencas associadas relatas nessas pacientes apenas a
paciente 6 (efluvio teldgeno cronico); 7 (Doenca de Wilson e ceratocone);
15 (atraso do desenvolvimento psicomotor). Apenas as pacientes da
familia 2 (F2) e familia 4 (F4) relataram consanglinidade na familia. Ao
todo 10 casos familiais e 26 esporadicos foram estudados (Tabela 2).

Nas 40 mulheres com amenorréia secundaria os valores de FSH
variaram de 32 a 157 U/L e os de LH variaram de 14 a 89 U/L. Os valores
de E2 variaram de 5 a 20 pg/mL. A média da idade de diagndstico foi de
29 anos. Todos os casos estudados foram esporadicos e nenhuma
paciente relatava consanglinidade na familia. Das doencgas associadas

apenas a paciente 24 apresentou cancer de mama invasivo apds
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desenvolver amenorréia secundaria e a paciente 34 que apresentava

endometriose (Tabela 3).

Tabela 2. Avaliacdo clinica e hormonal das pacientes portadoras de

amenorréia primaria

Paciente IC* LH FSH E2
(anos) U/L U/L pg/mL
1 (F1)# 19 31 74 65%*
2 (F1) 19 46 117 59%*
3 (F2) 20 20 41 <13
4 (F3) 19 24 95 ND
5 (F3) 22 39 111 ND
6 14 51 87 <13
7 (F4) 15 50 52 <13
8 (F4) 18 25 94 18
9 (F2) 13 11 32 <13
10 27 47 138 <13
11 (F5) 29 17 31 <13
12 14 29 100 <13
13 36 24 38 22
14 22 55 119 <13
15 11 17 48 59%*
16 (F5) 32 21 44 <13
17 26 <0,6 <1,0 <13
18 (F6) 22 <0,6 1,5 <13
19 (F6) 24 8 10 20
20 17 15 27 <13
21 16 17 18 39%*
22 (F7) 31 14 30 17
23 (F7) 28 19 60 30
24 15 10 68 ND
25 18 10 48 ND

continua
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Tabela 2 (conclusdo). Avaliacdo clinica e hormonal das pacientes portadoras de

amenorréia primaria

Paciente IC* LH FSH E2
(anos) U/L U/L pg/mL
26 14 34 114 30
27 13 11 68 ND
28 24 ND ND ND
29 28 ND ND ND
30 25 ND ND ND
31 31 ND ND ND
32 21 ND ND ND
33 31 ND ND ND
34 15 ND ND ND
35 29 ND ND ND
36 37 ND ND ND
37 (F8) 18 28 64 5%
39 (F9) 12 63 >150 42%*
40 (F9) 16 61 21 <13
41 26 45 61 <13
42 16 47 134 <13
43 15 16 47 <13
44 (F10) 14 14, 64 <13
45 (F10) 14 25 56 <13

# casos familiais; IC* idade cronoldgia ao diagndstico; ** em uso de estrégeno; S: sim,
N: ndo; ND ndo disponivel
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Tabela 3. Avaliacdo clinica e hormonal das pacientes portadoras de

amenorréia secundaria

Paciente IC* LH FSH E2
(anos) UI/L UI/L pg/mL
1 28 21 71 ND
2 36 40 99 ND
3 40 38 32 ND
4 30 18 34 ND
5 28 36 59 13
6 19 68 110 10
7 20 34 76 9
8 25 27 80 15
9 31 46 92 5
10 39 35 89 15
11 31 31 50 10
12 24 25 76 5
13 34 89 158 5
14 30 29 46 17
15 28 33 88 13
16 36 20 80 13
17 34 31 49 18
18 32 29 52 11
19 35 35 110 5
20 35 26 50 18
21 35 30 71 19
22 24 39 61 15
23 28 15 52 20
24 25 33 99 15
25 31 38 69 12
26 33 28 91 5
27 18 45 56 16
28 31 30 48 5
29 18 18 58 15
30 18 23 113 9,5
31 25 60 98 16
32 28 46 71 10
33 20 27 98 9
34 35 14 37 18
35 35 29 77 10
36 28 35 82 19
37 29 65 132 5
38 35 56 84 5
39 34 48 150 12
40 25 33 58 7,5

IC* idade cronoldgia ao diagndstico; S: sim, N: ndo; ND: ndo disponivel
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3.1.2 DDS 46, XX com desenvolvimento de tecido testicular

Dos cinco casos estudados neste grupo quatro eram esporadicos e
um familial e nhegavam consanguinidade. Foram estudados 16 pacientes

com DDS 46, XX ovotesticular e 5 pacientes com DDS 46, XX testicular.

3.1.2.1 DDS 46, XX ovotesticular

Todos os 16 pacientes apresentavam na avaliacdao clinica inicial
genitadlia ambigua. O estudo histolégico das goOnadas revelou a
presenca de ovotestes bilateral em 9 casos. Sete pacientes
apresentavam ovotestes unilateral e a goénada contralateral foi ovario
em quatro casos e testiculo nos outros trés.

A avaliacdo hormonal inicial destes pacientes nao foi possivel em 7
pacientes que haviam sofrido manipulagdo cirargica prévia. Assim 9
pacientes foram avaliados quanto aos niveis basais de gonadotrofinas
gue se apresentaram normais para a faixa etaria. Todos os pacientes
avaliados apresentavam valores de testosterona basal inferiores aos
valores normais. Dos 9 pacientes pré-puberes submetidos ao teste de
estimulo com hCG apenas o paciente 8, avaliado aos 2 anos de idade,
apresentou incremento normal dos niveis de testosterona.

Os dados clinicos e histopatoldgicos estdo sumarizados na Tabela 4.
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3.1.2.2 DDS 46,XX testicular

Dos 5 pacientes deste grupo, 2 apresentavam genitdlia externa
masculina normal e 3 apresentavam genitalia externa ambigua sendo
gue o paciente 3 relatava correcdo cirurgica de criptorquidia unilateral
na infancia.

Todos os pacientes apresentaram hipogonadismo hipergonadotréfico
com predominio dos niveis de FSH em relacdo aos de LH e niveis basais
de testosterona reduzidos. Os dados clinicos e histopatoldgicos destes

pacientes estao sumarizados na Tabela 4.



Tabela 4. Dados clinicos e histopatoldgicos dos pacientes 46,XX com DDS ovotesticular e testicular

Tecido Gonadal

Derivados de Muller

Derivados de Wolff

Paciente Diagnostico Idade Direito Esquerdo Genitalia  Seio Utero Trompas Epididimo Vaso
(anos) externa UG deferente
1 DDS T 4 T T Ambigua - Ausente Bilateral Bilateral Ausente
2 DDS T 18 T T Masculina - Ausente ND ND ND
3# DDS T 37 T T Ambigua Ausente ND ND ND
4 (F1) DDS T 1m T T Ambigua - Ausente Ausente Bilateral Bilateral
5 DDS T 5 T T Masculina - Ausente Ausente Bilateral Bilateral
6 DDS OT 3 T 0] Ambigua - Presente Presente ND ND
7# DDS OT 38 oT oT Ambigua - Presente ND ND ND
8 DDS OT 2 oT oT Ambigua + Ausente ND ND ND
9 DDS OT 6 0 oT Ambigua + Presente Esquerdo Esquerdo Esquerdo
10 DDS OT 19 oT oT Ambigua + Presente  Bilateral Bilateral ND
11# DDS OT 26 oT oT Ambigua + Presente  Bilateral Ausente Ausente
12# DDS OT 20 oT oT Ambigua - Ausente Esquerdo Bilateral Ausente
13# DDS OT 39 oT oT Ambigua - Presente ND ND ND
continua

SOPOIRIW
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Tabela 4 (conclusao). Dados clinicos e histopatoldgicos dos pacientes 46,XX com DDS ovotesticular e testicular

Tecido Gonadal Derivados de Muller Derivados de Wolff
Paciente Diagnéstico Idade Direito Esquerdo Genitalia  Seio Utero Trompas Epididimo Vaso
(anos)” externa UG deferente

14 DDS OT 3 oT T Ambigua + Ausente Direito Direito Direito
15# DDS OT 11 oT 0] Ambigua + Presente ND Direito ND
16# DDS OT 12 oT 0] Ambigua + Presente ND Direito ND
17 DDS OT 16 oT oT Ambigua + Ausente ND ND ND
18 (F1) DDS OT im T oT Ambigua + Presente Esquerdo Bilateral ND
19 DDS OT 1m T oT Ambigua - Ausente Esquerdo ND ND
20 DDS OT 1m oT ) Ambigua + Presente Bilateral ND ND
21 DDS OT 4 T 0 Ambigua + Presente Esquerdo Bilateral ND

O- ovario; OT- ovotestes; T-testiculo; UG: urogenital; ND-n&o disponivel. I Cr" idade cronoldgica da primeira avaliagdo, #
manipulagdo cirurgica prévia.

SOPOIRIW

9€
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3.2 Pesquisa de Mutacoes

3.2.1 Extracao de DNA a partir de sangue periférico

Foram colhidos 15 mL de sangue venoso em acido etileno
diaminotetracético (EDTA pH8). Obteve-se o botdo leucocitario a partir da
lise dos globulos vermelhos utilizando-se a solugdo de lise (114 mM de
NH4ClI, 1 mM de NH4HCO3) com incubacao a 4°C por 30 minutos.
Centrifugou-se o material a 4°C por 15 minutos a 3000 rpm desprezando-
se 0 sobrenadante, estes procedimentos foram repetidos por 2 vezes. O
botdo de células foi entdo suspenso em solugdo tampdo PK (100 mM de
NaCl, 10 mM de Tris-HCI pH8, 1 mM de EDTA pH8) com 1/10 do volume
de dodecilsulfato de sédio a 10% (SDS) e 100 ug/mL de sangue de
proteinase K e mantido a 37°C por uma noite. No dia seguinte o material
foi submetido a extracao com fenol saturado (pH 7,8): cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1) duas vezes e uma vez com cloroféormio:alcool
isoamilico (24:1). No processo de extracdo, apds centrifugacao a 4°C por
5 minutos a 2500 rpm, o sobrenadante foi utilizado na fase seguinte. O
DNA foi entdo precipitado com 1/10 de volume de acetato de sédio (3M
pH7) e 2 volumes de etanol absoluto gelado. O DNA obtido foi lavado 2
vezes com etanol 70% gelado e uma vez com etanol absoluto gelado
sendo entdao seco em “Speed Vac” (Integrated Speed Vac
System/Savant, ISS 100) e ressuspenso em 500 a 1000 mL de solugao
de TE 10:0,1 (10 mM de Tris-HCI pH8, 0,1 mM de EDTA pH8). A

concentragdao do DNA foi medida em espectrofotometro (Ultrospec 11 -
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Pharmacia Biotech) nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A
relacdo 260/280 igual a 1,8 foi utilizada para caracterizar a pureza do

material. As amostras ficaram armazenadas a 4°C até sua utilizacao.

3.2.2 Amplificacdo de DNA genOmico por reacao de

polimerizacao em cadeia (PCR)

As amostras de DNA gendomico obtidas foram utilizadas na analise
mutacional dos genes STRA8 (de todos os pacientes DDS 46,XX),
NANOS3 e BMP15 (pacientes com amenorréia primaria e amenorréia
secundaria), através de amplificacdo por PCR e seqlienciamento direto,
utilizando-se pares de oligonucleotideos especificos localizados em

regioes intronicas dos respectivos genes (Tabelas 5,6,7).

Tabela 5. Seqliéncias dos oligonucleotideos especificos para amplificacdo
dos exons do NANOS3

Exon Oligonucleotideos

5" CTG CTC CTC CCT CTT CAC AC 3’
5’ GTC TTC CCC TAA CCC TTG GA3"

5" GTC ACG GGG TCG CTG TCT 3’
5" AGT GGG GGC AGT CGT CAT AG3’
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Tabela 6. Seqiéncias dos oligonucleotideos especificos para amplificagao

dos exons do BMP15

Exon Oligonucleotideos
1 5’ AGT GAC GTC CCT TGG GCT TG 3’
5’ ACA AAC CTG ACA GTA AAC CC 3’
51 5’ CTA TCA GTC TAT ATC AAG ACA G 3’
' 5’ GCT CAA GAC CAC CAC TAT CT 3’
5.2 5’ GGT TCT GGA ATA ACA AGG GAC 3’
' 5’ CCA CCA ACT GAT TGA TAA GG 3’
53 5’ ACT GTA AAG GAA CTT GTC TCC 3’

5" AAC CTA CAG ATT GGT ACAGGAT 3’

Tabela 7. Seqiéncias dos oligonucleotideos especificos para amplificagao

dos exons e da regiao promotora do STRA8

Oligonucleotideos

Exon 1

Exon 2

Exon 3

Exon 4

Exon 5

Exon 6

Exon 7

Exon 8

Exon 9

Promotor

STRA8 1-f 5- TGTGGGTGTTACCAGGGATA -3’
STRA8 1-r 5’- CCAACCACTGCCACACAC -3’

STRAS8 2-f 5- AATTTGGGGCCTTTACTTGG -3’
STRAS8 2-r 5’- AGTCCCTCCACCTGTGAAAA -3’

STRAS8 3-f 5'- AGCCCTGGGAAGGGATTC -3'
STRA8 3 -r 5'- TTGTAACCCAACTTCTGTTTTCA -3’

STRA8 4-f 5’- CCCTAATGCTGACCCTGGAG -3’
STRA8 4--r 5'- TGGAGAGGAAGGGTGAGTTG -3’

STRA8 5-f 5- AAGCTCATTTGGTCATGATGTG -3’
STRA8 5-r 5’- CCTTCCTGACTGCCTCAGTT -3’

STRA8 6-f 5'- GAGAAGTCTCAGCCCTGGTG -3’
STRA8 6-r 5'- AAATGCAAAGCCCTGGTGT -3’

STRA8 7-f 5'- AAAGAGAGAGCCTTTCCACTCA-3’
STRA8 7-r 5" ATACACACCTGCGCACACAC -3’

STRAS8 8-f 5'- GAATTTACATGTGCTTGGTTCA -3’
STRA8 8-r 5-TGCCCTTAAGAGCCCTTTTT -3’

STRA8 9-f 5'- GAGATGCAGGAGCCTTCCTA -3’
STRA8 9-r 5’- CAACCTTAGCTGCCAGCATT -3’

Strapro-f 5'- TGG ATG GAC ACT AAC AAG GAG A -3’
Strapro-r 5’- CTG CCA CAG CCT GATTTCTT - 3’
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As reacgoes foram realizadas em um volume final de 50 pL
utilizando-se 100-200 ng de DNA gen6mico, 200 umol de dNTPs, 10 pmol
de cada oligonucleotideo, 1,5 mM de MgCl,, 5 puL tampao de PCR 1x e
1,25 U de enzima Tag polimerase, as padronizacoes detalhadas para
cada gene e seus respectivos exons estdao descritas nas tabelas 8, 9 e 10
seguidas de seus respectivos programas de amplificacdo. A amplificagcao
foi realizada em um aparelho GeneAmp PCR System 2400 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os produtos de PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio e
visualizados em luz ultravioleta.

As reacOes de amplificacdo para o gene NANOS3 foram entao

padronizadas segundo o protocolo descrito na Tabela 8:

Tabela 8. Protocolo das reagbes de polimerizacao em cadeia (PCR) para
0 NANOS3

Exon H20 Tampao Dntp Primer Primer Taqg
(ul) (uh) (mM) foward reverse polimerase

(pmol) (pmol) (V)

1 18,75 2,5 1,5 5 5 2,5

2 18,75 2,5 1,5 5 5 2,5

Os programas de amplificacdo para os 2 exons do gene NANOS3
foram realizados de acordo com o seguinte protocolo:
Exon 1: tamanho do amplificado (960 pb): (94°C 5 min) x1+(94°C 30s;
580C 30s; 72°C 45s)x35 +(72°C 10 min)x1
Exon 2: tamanho do amplificado (540 pb): (94°C 5 min) x1 +(94°C 30s;

570C 30s; 72°C 45s) x35 +(72°C 10 min)x1
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As reacOes padronizadas para a amplificagdo dos exons que

compdem o gene BMP15 estao descritas na Tabela 9.

Tabela 9. Protocolo das reacdes de polimerizacao em cadeia (PCR) para
o0 BMP15

Exon H20 Tampao Dntp Primer Primer Taqg Formamida
(ul) (uh) (mM) foward reverse polimerase (uh)
(pmol) (pmol) (v)
1 18,125 2,5 1,5 10 10 2,5 0,625
2.1 18,75 2,5 1,5 10 10 2,5 -
2.2 18,75 2,5 1,5 10 10 2,5 -
2.3 18,75 2,5 1,5 5 5 2,5 -

Os programas de amplificagao para os exons do gene BMP15 foram
realizados de acordo com o seguinte protocolo:
Exon 1: tamanho do amplificado=550 pb: (94°C 5 min) x1 + (94°C 30s;

550C 30s; 72°C 45s) x35 + (72°C 10 min)x1

Exon 2.1: tamanho do amplificado=400 pb: (94°C 5 min) x1+(94°C

30s; 55°C 30s; 72°C 45s) x35 +(72°C 10 min)x1

Exon 2.2: tamanho do amplificado =450 pb: (94°C 5 min) x1+(94°C

30s; 55°C 30s; 729C 45s)x35 +(72°C 10 min)x1

Exon 2.3: tamanho do amplificado =250 pb: (94°C 5 min) x1+(94°C

30s; 56°C 30s; 72°C 1 min)x35 +(72°C 10 min)x1
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Para as amplificacdbes dos exons 3, 4, 5, 7, 8, 9 do STRAS
utilizamos alguns produtos denaturantes (DMSO e formamida)
comumente utilizados para otimizar reacdes de amplificacdo em cadeia
(Tabela 10). Os fragmentos amplificados foram posteriormente

visualizados em gel de agarose 1%.

Tabela 10. Protocolo das reacdes de polimerizagao em cadeia (PCR) para
0 STRAS8

exon  H20 Tamedo Dty (U0 CUCISe polimerase M9Cl: Fomamid DMS
(pmol) (pmol) (v)

1 18,75 2,5 1,5 5 5 2,5 1,5 - -
2 18,75 2,5 1,5 5 5 2,5 1,5 - -
3 15,25 2,5 1,5 10 10 2,5 4 - 1,25
4 15,75 2,5 1,5 10 10 2,5 3 - 1,25
5 17,125 2,5 1,5 10 10 2,5 1,5 0,625 -
6 18,75 2,5 1,5 5 5 2,5 1,5 - -
7 15,75 2,5 1,5 10 10 2,5 1,5 2,0 -
8 15,25 2,5 1,5 10 10 2,5 1,5 - 1,25
9 15,25 2,5 1,5 10 10 2,5 1,5 0,625 -

Promotor 15,25 2,5 1,5 10 10 2,5 1,5 - -

Os programas de amplificacao do gene STRA8 foram realizados de
acordo com o seguinte protocolo:
Exon 1: tamanho do amplificado = 240 pb: (95°C 5 min) x1+(95°C
30s; 54°C 30s; 72°C 45s)x35 +(72°C 10 min)x1
Exon 2: tamanho do amplificado = 391 pb: (95°C 5 min) x1 +(95°C

30s; 540C 30s; 72°0C 45s) x35 +(72°C 10 min)x1
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Exon 3: tamanho do amplificado = 248 pb: (94°C 5 min) x1 + (94°C
30s; 55°C 30s; 72°C 45s) x35 + (72°C 10 min)x1

Exon 4: tamanho do amplificado = 299 pb: (94°C 5 min) x1+(94°C 30s;
550C 30s; 72°C 45s) x35 +(72°C 10 min)x1

Exon 5: tamanho do amplificado = 242 pb: (94°C 5 min) x1+(94°C
30s; 57°C 30s; 72°C 45s)x35 +(72°C 10 min)x1

Exon 6: tamanho do amplificado = 594 pb: (98°C 5 min) x1+(98°C
40s; 549C 30s; 72°C 1 min)x35 +(72°C 10 min)x1

Exon 7: tamanho do amplificado = 247 pb: (94°C 5 min) x1+(94°C
30s; 589C 30s; 720°C 45s)x35 +(72°C 10 min)x1

Exon 8: tamanho do amplificado = 298 pb: (94°C 5 min) x1+(94°C
30s; 580°C 30s; 72°C 45s)x35 +(72°C 10 min)x1

Exon 9: tamanho do amplificado = 233 pb: (94°C 5 min) x1+(94°C 30s;
550C 30s; 72°C 45s)x35 +(72°C 10 min)x1

Promotor: tamanho do amplificado = 600 pb: (94°C 5 min) x1+(94°C

30s; 559C 30s; 72°C 45s)x35 +(72°C 10 min)x1

3.2.3 Pesquisa da variante p.Q115X no grupo controle

A troca nucleotidica C>T que leva a mutagdo p.Q115X promove a
perda de um sitio enzimatico (ctggcatata C>TAG_ATCCTG ggctttcctc)
para a enzima AIwNI (New England BioLabs). Sendo assim, o DNA
genomico de 100 mulheres controles foi amplificado segundo o protocolo

de amplificacdo do exon 2.1 (Tabela 9) utilizando os oligonucleotideos
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especificos para o inicio do exon 2 do gene BMP15 (Tabela 6) e este
fragmento foi entdo submetido a digestdo enzimatica com a enzima
AlwNI. As reacdes foram realizadas segundo o protocolo recomendado

pelo fabricante.

3.2.4 Seqiienciamento automatico

Apds a amplificacdo os produtos foram purificados com a enzima
EXO-SAP (Amersham Science, USB, Cleveland, Ohio, EUA) seguido da
reacdo de sequenciamento utilizando o kit comercial ABI Prism ™ Big Dye
terminator Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) as reagdes
foram submetidas ao sequenciamento em um aparelho ABI Prism Genetic

Analyzer 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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4 Resultados
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4.1 Pesquisa de mutacoes no NANOS3

Dois polimorfismos previamente descritos foram identificados no
NANOS3. O primeiro polimorfismo (rs897790), foi identificado na regiao
5’ ndo traduzida e resultou na troca de uma citosina por uma timina na
posicao -23 (5'UTR -23C>T). Esse polimorfismo foi identificado em 17
pacientes com amenorréia (15 pacientes em heterozigose e em duas
pacientes em homozigose) e em 18 pacientes com amenorréia
secundaria (em 12 em heterozigose e em 6 em homozigose). Ja o
segundo polimorfismo (rs2016163) foi identificado do exon 1 e resultou
na troca de uma adenina por uma guanina na posicao 294 (c.294A>QG).
Esse polimorfismo foi identificado em 17 pacientes com amenorréia
primaria (15 pacientes em heterozigose e em duas em homozigose) e em
4 pacientes com amenorréia secundaria.

Identificamos a troca de uma guanina na posicao 358 por uma adenina
em homozigose no exon 1 do gene NANOS3 (c.358G>A). Essa troca
nucleotidica resultou na variante p.E120K. Essa variante foi identificada
em homozigose em duas irmas, pacientes 39 e 40, F9 (Tabela 2),
portadoras de DDS 46,XX por disgenesia gonadal (Figura 7).

Nenhuma das 100 mulheres do grupo controle apresentou a

alteragao, confirmando nao se tratar de um polimorfismo.
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Figura 7. Eletroferograma mostrando a substituicao da guanina 358 por
uma adenina em homozigose no exon 1 do gene NANOS3 (c.358G>A)
em comparagdo com uma seqléncia controle
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A troca nucleotidica promoveu a mudanga do aminoacido acido
glutamico por uma lisina. Essa mutacao estd localizada na posicao 120 da
proteina na regidao onde esta localizado o dominio de ligagdo ao RNA do

tipo dedo de zinco da proteina NANOS3 (Figura 8).

E120K

N-term C-term

Y
Dominio dedo de Zinco

Figura 8. Localizacdo da mutacdao p.E120K na proteina NANOS3 de 192
aa. A mutacdo esta localizada no dominio do dedo de zinco de ligagcao ao
RNA
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4.2 Pesquisa de mutacoes no BMP15

Identificamos a troca de uma citosina por uma timina na posicao
392 do exon 1 que resultou em um cdédon de parada prematuro na
proteina. Essa nova mutacdao nonsense (p.Q115X) em homozigose foi
identificada em duas irmas (pacientes 8 e 9, Tabela 2), portadoras de
DDS 46,XX por disgenesia gonadal (Figura 9) e em heterozigose em um

caso esporadico (paciente 26) com amenorréia secundaria.
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Figura 9. Eletroferograma mostrando a mostrando a substituicao da
citosina 392 por uma timina em homozigose no exon 1 do gene BMP15
(c.392C>T)

Nenhuma das 100 mulheres do grupo controle, analisadas através
da digestdo enzimatica com a enzima AIwNI, apresentou a alteragao,

confirmando nao se tratar de um polimorfismo.
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Figura 10. Gel de agarose a 1% dos produtos de PCR de controles
digeridos com a enzima AlwNI. M: marcador de peso molecular ¢@X;
1,2,3,4 e 5: produtos de PCR correspondente ao exon 2 (400 pb) do
gene BMP15 gerando 2 fragmentos de 100pb e 300 pb. A digestao
enzimatica se da nos casos controles onde a seqliéncia ndo sofreu a troca
nucleotidica C>T.

A mutacao p.Q115X (Figura 11) foi investigada na familia (Figura 12).

GIn115X

\

i C -term

&_}\ V—
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(250-392 aa)

N -term
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(1-17 aa) (18-250 aa)

Figura 11. Localizagdo da mutagao p.Q115X na proteina BMP15. A
mutacdo nessa posicao gera um codon de parada prematuro na regiao do
propeptideo, o que impede a traducdo da porcao ativa do peptideo
(peptideo maduro) localizada na porgao C-terminal
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Os pais sdao consangiineos (primos de primeiro grau) sendo que o
pai € carreador da mutacdo p.Q115X em hemizigose e a mae é
heterozigota. Das 3 filhas do casal, uma é heterozigota para a mutacgao e
como a mae nao apresenta o fenétipo, enquanto que as 2 irmas afetadas

apresentam a mutacao p.Q115X em homozigose.

@

DN

Figura 12. Heredograma mostrando segregacao mutacao p.Q115X na
familia

Outras trés variantes previamente descritas, p.S5R, p.N103S
(rs41308602) e p.L262_L263insL foram identificadas, tanto em pacientes
com amenorréia primaria quanto secundaria (DG 46,XX). A variante
p.S5R no exon 1, foi identificada pela troca de uma adenina por uma
citosina na posicao 13 do cDNA (c.13A>C) em heterozigose em duas
irmas com amenorréia primaria (F9) e em caso esporadico de amenorréia

secundaria (paciente 41) (Figura 13).
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Figura 13. Eletroferograma mostrando a substituicado de uma adenina
por uma citosina em heterozigose no exon 1 do gene BMP15 (c.13A>C)

A variante p.N103S também no exon 1, foi identificada pela troca
de uma adenina por uma guanina na posicao 308 do cDNA (c.308A>G)
em heterozigose em 2 casos de amenorréia secundaria (23 e 32) e um

caso de amenorréia primaria (Figura 14).
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Figura 14. Eletroferograma mostrando a substituicao de uma adenina
por uma guanina em heterozigose no exon 1 do gene BMP15 (c.308A>G)

A variante p.L262_L263insL, resultado da

TCT na posicao 788 do cDNA (c.788insTCT) foi

insersao de um coédon

identificada em

heterozigose em 7 pacientes com amenorréia primaria e 10 pacientes

com amenorréia secundaria. Em 2 irmas (pacientes 3 e 4, Tabela 2), os

pais eram consangliineos. Esta mesma alteracdo foi identificada em 5 dos

100 controles pesquisados.
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Flgura 15. Eletroferograma mostrando a inser¢cao de um cédon TCT em
heterozigose no exon 2 do gene BMP15 (¢.788insTCT)
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4.3 Pesquisa de mutacoes no STRAS

Foi identificado um unico polimorfismo previamente descrito na
literatura (rs7805859) no exon 2 do gene STRA8 na posicao 201 do
transcrito onde ha uma troca de um G por um A (c.201G>A). Essa
variante resulta em uma troca sin6bnima (alanina>alanina). Esse
polimorfismo foi identificado em heterozigose em 7 pacientes com DDS
46,XX por disgenesia gonadal e em 8 pacientes DDS ovotesticular e
testicular. Em 10 pacientes DDS 46,XX por disgenesia gonadal e em
6 pacientes DDS ovotesticular e testicular o mesmo polimorfismo foi
identificado em homozigose. Nenhuma alteragao foi identificada na

regido promotora proximal pesquisada.



5 DISCUSSAO
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Os disturbios do desenvolvimento gonadal 46,XX (DDG) sao
condigdes relacionadas a anormalidades no desenvolvimento ovariano.
Apesar dos recentes estudos terem ampliado o conhecimento a respeito
dos disturbios do desenvolvimento gonadal em humanos, as causas
genéticas deste grupo complexo de doencas permanecem desconhecidas
na grande maioria dos casos (Ledig et al, 2008). Mutagdes nos genes
SF1; WNT4, RSPO1 e FOXL2 foram raramente associadas a casos de
disturbios do desenvolvimento gonadal 46,XX sindromico ou isolado.
Entre as causas conhecidas de diferenciacdo de tecido testicular em
pacientes 46,XX podemos destacar: 1) a translocagdao do SRY durante a
meiose paterna em pacientes com DDS 46,XX ovotesticular e testicular
(Fechner et al, 1993; Krob et al, 1994); 2)- a dosagem dupla do SOX9 no
DDS 46,XX testicular (Huang et al, 1999).

Considerando a raridade de defeitos dos genes acima referidos
procuramos mutacdes em outros genes participantes da cascata de
migracdo, diferenciacdo e manutencdo das células germinativas
ovarianas, uma vez que na auséncia delas o ovario ndo se mantém.

Escolhemos dentro da cascata de determinagdao ovariana o
NANOS3 por sua participacdo da manutencdo das células germinativas
durante a migracao até a gonada primitiva, o STRA8 por sua acdo na
diferenciacao das células germinativas induzindo a meiose e o BMP15 por
sua acao na manutencdo de um ambiente somatico adequado a

sobrevivéncia dos odcitos.
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5.1 Gene NANOS3

As proteinas NANOS3 sdo responsaveis pela inibicdo do apoptose
das células germinativas que migram para o ducto gonadal no inicio do
desenvolvimento. A auséncia do equilibrio entre a morte celular
promovida por genes apoptdéticos e a sua sobrevivéncia controlada pelo
NANOS3 durante o processo migratério pode causar a morte das células
germinativas. De fato camundongos nocaute para o gene NANOS3 nao
possuem células germinativas (Tsuda et al, 2003). Segundo a hipotese
desse trabalho as células germinativas sdao essenciais para o
desenvolvimento ovariano. O NANOS3, portanto é um candidato
importante para pesquisas de mutacdes em pacientes com insuficiéncia
ovariana. Apesar de sua importancia, o estudo de mutacbes no gene
NANOS3 realizado por outro grupo em 176 mulheres com faléncia
ovariana nao identificou nenhuma mutacgao (Qin et al, 2003).

Identificamos em nossa casuistica de 45 mulheres com amenorréia
primaria a mutacdo p.E120K, localizada no dominio de ligacdo ao RNA
tipo dedo de zinco da proteina NANOS3. Esta nova mutagdo missense
(p.E120K) foi identificada em homozigose em duas irmas portadoras de
DDS 46,XX por disgenesia gonadal.

Podemos especular que a capacidade de ligagao da proteina esteja
prejudicada, resultando em aumento da expressao de genes apoptoticos
e conseqlentemente a morte das células germinativas causando o

fendtipo de DDS 46,XX por disgenesia gonadal.



Discussao 57

A identificacao desta mutagdao no NANOS3, abre um novo caminho
de investigacdao de proteinas anti-apoptéticas na etiologia da disgenesia

gonadal 46,XX.

5.2 Gene BMP15

O BMP15, membro da familia dos TGF-B, é expresso pelas células
germinativas durante a foliculogénese e atua por efeito paracrino na
proliferacdo das células da granulosa, as quais por sua vez asseguram a
sobrevivéncia dos odcitos. (Di Pasquale et al, 2004).

Até o momento foram descritas 5 mutagdes em heterozigose no
BMP15 por 5 grupos distintos (Di Pasquale et al, 2004, Laissue et al,
2006; Dixit et al, 2006; Rossetti et al, 2008). Os estudos funcionais de
mutagdes missense demonstraram que as mutagdes no BMP15
apresentam um efeito dominante negativo (Di Pasquale et al, 2004,
Rossetti et al, 2008). Ha apenas uma mutacdo nonsense descrita neste
gene, porém o estudo funcional nao foi realizado (Dixit et al, 2006).

Em nosso estudo, identificamos uma nova mutagdao nonsense
(p.Q115X) em homozigose em duas irmds com amenorréia primaria,
filhas de casamento consangiineo. Nesta familia ndo observamos o efeito
dominante negativo descrito anteriormente (Di Napoli et al, 2006;
Rossetti et al, 2008), uma vez que a mae e uma irma, ambas
heterozigotas para a mutagdo, apresentavam funcdao ovariana normal.

Este fato sugere que provavelmente o cédon de parada prematuro
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impeca a formagdo de uma proteina andmala que causaria o efeito
dominante negativo sobre o alelo normal.

Identificamos também a variante p. L262_L263insL causada pela
insercdao de uma leucina na posicao 262 do peptideo (c.INS262Leu) em
pacientes e também em 5 controles corroborando com os dados da
literatura de se tratar de um polimorfismo (Laissue et al, 2006).
No entanto, um estudo de freqiéncia havia demonstrado maior
prevaléncia desta variante em pacientes com amenorréia primaria ou
secundaria (Dixit et al, 2006). Entretanto o efeito deletério desta
variante foi definitivamente afastado pelo encontro desta variante em
mulheres com menopausa fisioldgica (Mordén et al, 2007) e pelo estudo
recente in silico e in vitro afastando o efeito patogénico da variante sobre
a bioatividade do peptideo (Rossetti et al, 2008).

A variante p.S5R foi identificada em dois casos de amenorréia
primaria familial e em uma paciente com amenorréia secundaria.
Estudo in silico prévio definiu esta variante como benigna apesar de
alterar a estrutura secundaria da proteina. O estudo in vitro demonstrou
gue a atividade bioldgica da variante s6 foi significativamente reduzida
nos experimentos com a proteina p.S5R em estado de homozigose; nos
experimentos onde foram testadas a proteina selvagem e a mutante a
atividade bioldgica ndo foi afetada (Rossetti et al, 2008). No entanto as
pacientes 22, 23 (amenorréia primaria familial) e paciente 43
(amenorréia secundaria) apresentam a variante p.S5R e a variante
p. L262_L263insL, ambas em heterozigose. Desta forma ha a possibilidade

de que as duas variantes juntas possam causar algum efeito na
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bioatividade da proteina. Estudos in vitro adicionais serdao necessarios
para confirmar essa hipodtese.

A variante c.308A>G (p.N103S) foi identificada em duas pacientes
com amenorréia secunddria (23 e 32) e em uma paciente com
amenorréia primaria (33). Esta variante ja havia sido previamente
identificada em controles normais em outro estudo (Dixit et al, 2006).

Uma anadlise de haplotipos foi realizada para verificar se variantes
freqientes no gene em combinacdo teriam um efeito cumulativo
associado significativamente com o fendtipo de pacientes com faléncia
ovariana. Foram utilizadas trés variantes (c.-9C>G; c.308A>G) e
c. 852C>T) gerando o haplétipo G-G-C o qual se associou positivamente
ao fenotipo de amenorréia primaria e secundaria (Dixit et al, 2006).

Nosso achado confirma a importancia do BMP15 na manutengao

dos odcitos.

5.3 Gene STRAS8

O STRAS8 é um fator de transcricao induzido por acido retindico que
induz a meiose nas células germinativas do ovario embrionario (Suzuki et
al, 2008; Koubowa et al, 2006). No estudo atual, investigamos a
presenca de mutacdes nas regides promotora proximal e codificadora do
STRA8 em pacientes portadores de DDS 46,XX.

Nossa hipotese era de que mutacdes inativadoras no STRAS

poderiam impedir a meiose das células germinativas. Isso conseqientemente
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afetaria a diferenciacdo das células somaticas podendo impedir o
desenvolvimento ovariano adequado. Estudos de Yao e Capel utilizando
co-cultura de génadas XX e XY de camundongos as células germinativas
meiodticas da gonada XX produziram um efeito inibitério na formacdo dos
corddes testiculares e na expressao de marcadores masculinos das
células adjacentes na gonada XY, reforcando o papel antagonico
das células germinativas meidticas na via de diferenciacao testicular
(Yao e Capel, 2003). Além disso, a perda de odcitos nos primeiros
estagios do desenvolvimento ovariano pode permitir o desenvolvimento
testicular, uma vez que, a sobrevivéncia dos odcitos garante a
diferenciacdo das células da granulosa e a organogénese ovariana
(Taketo et al, 1993). Nesta fase, a auséncia de diferenciacdo das células
da granulosa pode acarretar a conversao das células precursoras somaticas
em células de Sertoli, resultando na formacdao de corddes testiculares
sem células germinativas (MclLaren, 2000; Hashimoto et al, 1990).
O inicio da meiose, desencadeada em uma onda antero-posterior na
gbnada XX, portanto, se consolida como uma etapa imprescindivel na
formacao do ovario e é provavel que atrasos ou auséncia nesta sinalizacao
meidtica propicie o espectro de fendtipos observados nos DDS 46,XX.
Duas evidéncias importantes sustentam essa hipdétese, uma clinica
e outra molecular. O fato dos disturbios do desenvolvimento gonadal
46,XX testicular e ovotesticular coexistirem na mesma familia reforca o
fato de que estas manifestacdoes fenotipicas sao apresentagodes
alternativas do mesmo efeito genético (Maciel-Guerra et al, 2008).

Estudos utilizando animais que ndao expressam genes envolvidos com a
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progressao meidtica das células germinativas por sua vez, estao
implicados com um espectro de fendtipos que variam de reducdo da
fertilidade a perda de embrides (provavelmente por aneuploidias) e de
infertilidade a disgenesia gonadal (Moreli et al, 2005).

Apesar dessas evidéncias, identificamos um Unico polimorfismo
(rs7805859) previamente descrito na literatura (fonte do banco de dados
Ensembl). O polimorfismo resulta em uma troca sinGbnima sem efeito
patogénico e foi identificada tanto em heterozigose quanto em
homozigose em pacientes portadores de DDS 46,XX por disgenesia
gonadal, ovotesticular e testicular.

Nenhuma mutacdo no STRA8 foi identificada nesta coorte de
pacientes. Tendo em vista a relevancia desta via no desenvolvimento
ovariano e seu padrdao de expressdao temporal e espacial especifico, é
importante reforcar que ndo foram descartadas mutacoes intronicas ou em
regides regulatdrias distais a montante do promotor proximal. Um recente
estudo mostra que a regido promotora proximal do gene STRAS8 é suficiente
para induzir meiose em testiculos de camundongos adultos, porém nao é
suficiente para induzir a meiose em odcitos, reforcando a idéia de que
regides promotoras distais possam estar envolvidas na modulagao de

expressao do STRA8 em ovarios (Sadate-Ngatchou et al, 2008).



6 CONCLUSOES
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Descrevemos a primeira mutacao no gene NANOS3 associada ao

fenétipo de disgenesia gonadal 46,XX em um caso familiar

Descrevemos uma nova mutagao nonsense no BMP15, associada com
o fendtipo de disgenesia gonadal 46,XX em um caso familiar e um

esporadico

Mutacbes no gene STRA8 nado foram associadas aos disturbios do

desenvolvimento gonadal 46,XX

Mutagdoes em genes envolvidos na diferenciacao e manutengao das
células germinativas ovarianas foram raramente identificadas nesta

coorte de pacientes com disturbios do desenvolvimento sexual 46,XX.
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