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RESUMO

Moraes DR. Variacdes no numero de copias gendémicas submicroscoépicas
raras em pacientes com insuficiéncia ovariana priméaria: identificacdo de
novos genes candidatos [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2020.

Introducéo: A insuficiéncia ovariana primaria (IOP) é uma condicdo heterogénea
com multiplas etiologias, que acomete um grande nimero de mulheres e com
repercussdes importantes na saude geral e psicologica, especialmente pelo
estigma da infertilidade em mulheres jovens. A presenca de amenorréia,
hipogonadismo hipergonadotroéfico e hipoestrogenismo em mulheres com menos
de 40 anos caracterizam a insuficiéncia ovariana primaria. As causas da IOP
envolvem processos infecciosos, doencas metabdlicas e autoimunes, fatores
ambientais e iatrogénicos além das causas genéticas. Nos ultimos anos, o
namero de genes identificados, que desempenham um papel na etiologia da IOP
em humanos e em modelos animais tem crescido exponencialmente, mas
apesar disso, um grande numero de mulheres continua sem um diagnostico
estabelecido. As técnicas de citogenbmica, Comparative Genomic Hybridization
Array (array-CGH) e Single Nucleotide Polymorphism Array (SNP-array),
permitem avaliar todo 0 genoma na deteccdo de variacdo no numero de cépias
(copy number variants-CNVs) genémicas, baixos niveis de mosaicismos e perda
de heterozigose com rapidez e acurécia, e tem contribuido no esclarecimento
das causas da IOP. O objetivo deste estudo foi pesquisar a presenca de
delecbes ou duplicacdes submicroscépicas raras em pacientes portadoras de
IOP sem causa etiolégica estabelecida e identificar novas regides
cromossémicas e/ou novos genes possivelmente relacionados a doenca.
Pacientes e Métodos: Setenta e cinco pacientes portadoras de IOP de causa
ndo determinada foram selecionadas, 53 apresentavam amenorreia primaria e
22 pacientes amenorreia secundaria. Todas as pacientes apresentavam
caridtipo 46,XX. As técnicas de array utilizadas no estudo foram array-CGH
(plataforma 180K DNA microarray, Agilent Technologies) e SNP array (CytoScan
HD array 750K, Affymetrix). As CNVs identificadas foram comparadas com CNVs
relatadas em bancos de dados de individuos normais (Database of Genomic
Variants - DGV) e de dados associados a anomalias e variagdes cromossomicas
(Decipher). Uma ampla andlise do contetdo génico das CNVs raras foi realizada
utilizando-se diferentes ferramentas de bioinformatica (OMIM, Pubmed, Ovarian
Kaleidoscope Database e Mouse Genome Informatics). Resultados: Dezenove
CNVs raras foram identificadas em 18 pacientes, sete delecbes e doze
duplicacdes, a maioria delas localizadas em autossomos. Cinco CNVs foram
categorizadas como patogénicas, duas provavelmente patogénicas e doze
variantes de significado clinico incerto (VUS). As CNVs patogénicas e
provavelmente patogénicas e os genes candidatos contidos nessas regides
foram respectivamente: delegéo (del) de 14,5 Mb em Xq27.2g28 (genes FMR1
e FMR2); duplicacdo (dup) de 41,4 Mb em Xg22.1g27.1 (genes XPNPEP2,
COL4A6, NXF5 e PGRMCI); dup de 2,7 Mb em 20p13; del de 1,7 Mb em15g25.2
(genes CPEB1 e BNC1); del de 1,0 Mb em Xq13.2 (gene XIST), dup de 0,55 Mb
em 2q37.3 (gene PER2) e dup de 0,33 Mb em 19q13.43 (gene NLRP5). As CNVs
localizadas nas regibes XQ27.2028, Xg22.1g27.1 e 15025.2 foram regibes
gendmicas previamente descritas em pacientes com IOP. Em sete CNVs, a
analise do conteddo génico indicou potenciais candidatos associados a



disfungao ovariana: PTGFR (1p31.1), XDH e EHD3 (2p23.1), PER2 (2937.3),
KDM4C (9p24.1), NLRP5 (19913.43), ZNRF3 (229g12.1) e XIST (Xql3.2).
Conclusao: A andlise de microarray desta coorte de mulheres portadoras de
IOP permitiu o reconhecimento de 19 CNVs raras, das quais duas regidées no
cromossomo X (Xg22.1927.1 e Xq27.2928), e uma em autossomo (15925.2),
consistem em desequilibrios genbmicos recorrentes, ja descritos previamente
em IOP. Novos genes e novas vias potencialmente envolvidas na patogénese
ovariana foram sugeridas pelos achados, porém o real envolvimento destes
genes na etiologia da IOP devera ser elucidado por estudos complementares.

Descritores: Insuficiéncia ovariana primaria; Infertilidade feminina; Variagbes do
namero de copias de DNA; Polimorfismo de nucleotideo Unico; SNP-array;
Hibridagcdo genbOmica comparativa baseada em microarranjos; Array-CGH;
Delecdo cromossbmica  submicroscopica; Duplicagdo  cromossdmica
submicroscopica..



ABSTRACT

Moraes DR. Rare submicroscopic copy number variations in
patients with primary ovarian failure: identification of novel
candidate genes [dissertation]. Sdo Paulo: Sao Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2020.

Introduction: Primary ovarian insufficiency (POI) is a heterogeneous condition
with multifactorial etiologies. It affects a large number of women and has
important impacts on general physical and psychological health, especially due
to the stigma associated with infertility in young women. Amenorrhea,
hypergonadotropic hypogonadism, and hypoestrogenism in women under 40
years of age are features of POI. Causes of POI include infectious processes,
metabolic and autoimmune diseases, environmental, iatrogenic, and genetic
factors. In recent years, the number of genes identified as playing a role in the
etiology of human and animal model POI has grown exponentially. Nevertheless,
in many women with POI, the specific etiology is not established. Microarray-
based cytogenomic techniques such as array comparative genomic hybridization
(array-CGH) and single nucleotide polymorphism array (SNP array) promote a
quick and accurate evaluation of the entire genome for the existence of copy
number variants (CNVs), low-level mosaicism, and loss of heterozygosity, and
have contributed to the elucidation of POI etiologies. The aims of the present
study were to determine the presence of rare submicroscopic deletions (del) or
duplications (dup) in POI patients with no established specific etiology and to
identify novel chromosomal regions and/or genes potentially associated with
disease risk. Patients and Methods: Seventy-five patients with POl of
undetermined origin were selected (53 with primary amenorrhea and 22 with
secondary amenorrhea). All patients had 46,XX karyotype. Array-CGH (180K
DNA microarray platform, Agilent Technologies) and SNP-array (CytoScan HD
Array 750K, Affymetrix) were employed to detect genetic variants. Identified
CNVs were compared with those reported in databases containing data
associated with both normal individuals (Database of Genomic Variants (DGV))
and anomalies or chromosomal variations (DECIPHER). A broad analysis of the
gene content of rare CNVs was performed using various bioinformatic databases
and tools (OMIM, PubMed, Ovarian Kaleidoscope Database, and Mouse
Genome Informatics). Results: The study identified 19 rare CNVs (n = 18
patients), seven deletions, and 12 duplications, largely located within autosomes.
Five CNVs were categorized as pathogenic, two as likely pathogenic, and 12 as
variants of unknown significance (VUS). Candidate genes relevant to the seven
pathogenic and likely pathogenic CNVs are as follows: FMR1 and FMR2 (14.5
Mb del in Xq27.2928); XPNPEP2, COL4A6, NXF5, and PGRMCI (41.4 Mb dup
in Xq22.1927.1); none (2.7 Mb dup in 20p13); CPEB1 and BNC1 (1.7 Mb del in
15025.2); XIST (1.0 Mb del in Xg13.2); PER2 (0.55 Mb dup in 2937.3); and
NLRP5 (0.33 Mb dup in 19913.43). Those CNVs located in Xq27.2q928,
Xg22.1927.1, and 15g25.2 involve genomic regions previously implicated in POI.
Analysis of gene content within the seven pathogenic and potentially pathogenic
CNVs identified in this patient cohort indicate additional potential candidates
associated with ovarian dysfunction: PTGFR (1p31.1), XDH and EHD3 (2p23.1),
PER2 (2937.3), KDM4C (9p24.1), NLRP5 (19913.43), ZNRF3 (22g12.1), and



XIST (Xq13.2). Conclusion: Microarray analysis of this cohort of POI patients
detected 19 rare CNVs, of which: two involved the X chromosome (Xq22.1927.1
and Xg27.2928) and one autosomal (15925.2) CNV had been previously
described as recurrent in POI. Findings suggest novel genetic and functional
pathways potentially involved in POI pathogenesis. Candidate gene involvement
should be validated and elucidated by further studies.

Descriptors: Primary ovarian insufficiency; Infertility, female; DNA Copy number
variations; Polymorphism, single nucleotide; SNP-array; Comparative genomic
hybridization based on microarray; Array-CGH; Submicroscopic chromosomal
deletion; Submicroscopic chromosomal duplication






1) INTRODUCAO

1.1) Insuficiéncia Ovarina Priméria

Insuficiéncia ovariana primaria (IOP) € uma sindrome clinica
caracterizada pela auséncia de atividade ovariana antes dos 40 anos.
Clinicamente a IOP pode apresentar-se como atraso puberal e amenorreia
primaria (AP), amenorréia secundaria (AS) ou oligomenorréia por 4 meses ou
mais; associado a um hipogonadismo hipergonadotréfico, representado
laboratorialmente por hipoestrogenismo e niveis elevados de FSH (Follicle-
stimulating hormone) >25 |U/I, aferidos em duas ocasiées, com pelo menos 1
més de intervalo entre as afericbes(Webber et al.,2016). O hormdnio
antimulleriano (AMH) € um indicador que ajuda a avaliar o estado de
senescéncia folicular, funcionando como um possivel preditor de IOP; no
entanto, ndo deve ser consideradocomo um teste de triagem isolado, que possa
prever a vida Gtil reprodutiva da mulher (Visser et al.,2012)

A incidéncia de IOP é de 1:10.000 em mulheres entre 18-25 anos, 1:1000
em mulheres com idade entre 25-30 anos e 1:100 nas mulheres entre 35-40
anos.A IOP representa 10-28% das causas de amenorréia primaria e 4-18% das
causas de amenorréia secundaria.A incidéncia de casos familiais varia entre 4%
a 31%. (Dixit et al., 2010, Van Kasteren et al.,1999).

O termo insuficiéncia ovariana primaria (IOP) é a denominacao utilizada
atualmente para abranger as entidades previamente denominadas de faléncia
ovariana prematura, hipogonadismo hipergonadotréfico e a disgenesia gonadal
46,XX (Fortufio e Labata.,2016)

Os sintomas vasomotores, como ondas de calor e suores noturnos, e
sintomas secundarios a vaginite atréfica, como a dispareunia e infeccdes
urinarias recorrentes sao relacionados a deficiéncia estrogénica. Podem ainda
ocorrer alteracbes emocionais, designadamente: depresséao, irritabilidade,
ansiedade, diminuicdo da libido e disturbios do sono. Osteoporose e osteopenia
podem se desenvolver também secundariamente ao déficit estrogénico. O risco

de doencas cardiovasculares, devido a disfuncdo endotelial € maior nesta



condicdo. A IOP também acarreta infertilidade, situacdo que geralmente
determina um grande impacto emocional nas mulheres afetadas (Nelson LM,
2015; Gianinni et al,2016).

A alta frequéncia desta condicdo na populacdo feminina e as graves
repercussfes na saude fisica e mental destas mulheres tornam o estudo das
causas etiolégicas da IOP de alta relevancia.

As causas etiolégicas da IOP envolvem mecanismos heterogéneos e
podem ser secundarias a processos infecciosos, a doencas metabdlicas e
autoimunes, a fatores ambientais e iatrogénicos além das causas
cromossOmicas e genéticas (Goswami e Conway, 2005, Ravel et al.,
2015)(Tabela 1). Porém, na maior parte das pacientes a causa da IOP ainda néo

€ estabelecida, sendo classificada como idiopatica (Huhtaniemi et al.,2018)

TABELA 1: Principais causas associadas a IOP

CAUSAS DE INSUFICIENCIA OVARIANA

IATROGENICAS GENETICfAS GENETICAS SISTEMICAS
AUTOSSOMICAS LIGADAS AO X

-quimioterapia Sindromicas -Sindrome de Turner Doengas auto-imunes

-radioterapia -Perrault -Triplo X -Ldpus

-cirurgia pélvica -Blefarofimose- -Pré-mutacao do -Miastenia Gravis
ptose-epicanto FMR1 -Doenca de Crohn
invertido -Gene BMP15 -Artrire reumatdide
-Galactosemia -Delecdes -Doenca de Addison
-APECED -Translocacdes -Diabetes tipo 1

-Ataxia Telangectasia

Nao Sindromicas

-genes: GDF9, Fatores ambientais

NOBOX,FIGLA, -Virus

NR5AI FSHR, LHR -Pesticidas
-Solventes
-Plasticos

-Metais pesados

APECED-Poliendocrinopatia autoimune distrofia ectodermal-candidiase(Tabela adaptada de
Ravel et al.,2015)



Desenvolvimento ovariano

As células germinativas desempenham um papel fundamental na
formacédo e manutencao da funcdo ovariana e o processo de faléncia ovariana
esta em grande parte relacionado ao tamanho do pool de células germinativas
primordiais do ovario.

No feto feminino, a partir da sétima semana de vida intrauterina, as células
germinativas proliferativas presentes no tecido gonadal se diferenciam em
oogodnias, que sdo a seguir envolvidas por uma camada de células foliculares,
derivadas das células de suporte precursoras do epitélio celémico. Uma vez
iniciada a meiose, as oogbnias se diferenciam em odcitos e formam o foliculo
primordial (Rosen e Cedars, 2006). Cerca de 7 milhdes de foliculos primordiais
estdo presentes no desenvolvimento ovariano durante a embriogénese. A
grande maioria dos foliculos € perdida durante a vida fetal e pés-natal por atresia,
e apenas 400-500 deles serdo viaveis nos ciclos ovulatérios antes da
menopausa fisiolégica (Reynaud et al, 2003).

Os possiveis mecanismos envolvidos no desenvolvimento da IOP podem
ser: uma diminui¢cdo no pool inicial dos foliculos primordiais; uma aceleragéo do
processo normal de atresia folicular e alteracdes na maturagédo folicular e
degeneracéo folicular (Figura 1) (Persani et al, 2010). Genes que participam das
diferentes etapas da formacé&o e manutencao dos foliculos ovarianos sé@o alguns

dos genes candidatos a etiologia genética da IOP.
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Figura 1 (A) Dinamica folicular e ilustracdo do processo de
foliculogénese. (B) Possiveis mecanismos de |0P afetando diferentes
estagios da foliculogénese. Adaptado de Persani et al, 2010

1.2) Disturbios genéticos associados a IOP
1.2.1) Anormalidades no cromossomo X relacionadas a IOP

As alteragbes do cromossomo X estdo entre as causas mais comuns de
IOP.A seguir descreveremos algumas dessas anormalidades:

-45,X e 45,X/46,XX: A monossomia do cromossomo X (Sindrome de
Turner), tem uma prevaléncia de 1:2.500 individuos nascidos vivos, eé
caracterizada por disgenesia gonadal, amenorréia primaria (mais comumente) e
baixa estatura, entre outros achados dismorficos (Franic-lvanisevic et al.,2016).
A deplecéo de oocitos comeca na primeira infancia como consequéncia de uma
atresia folicular acelerada. Os individuos cujo cariotipo € 45,X/46,XX podem se
apresentar com amenorréia secundaria. A haploinsuficiéncia de genes
essenciais do cromossomo X, poderia explicar a atresia acelerada de odcitos
dos individuos com linhagens 45,X (Qin et al., 2015)

-47, XXX ou Trissomia do X: os genes localizados no cromossomo X sédo
criticos para o funcionamento normal do ovario, portanto qualquer anormalidade

numeérica pode levar a IOP. Groswani et al. (2005), em uma revisdo de dados



publicados, descreve uma incidéncia de 3,8% de trissomia do X em mulheres
com IOP.

-Anormalidades estruturais do cromossomo X e translocacfes X-
autossomos: delecdes e inversdes no cromossomo X, bem como translocacoes
balanceadas X-autossomos, tem sido observadaem pacientes comlOP. Andlises
citogenéticas denotam uma regido critica para pontos de quebra no braco longo
do cromossomo X, a regido de Xql3-Xg21 (denominada IOP1) e de Xq23-q27
(denominada I0OP2); regides necessarias para o desenvolvimento e funcdo
ovariana (Shelling et al.,2010)

1.2.2) Genes localizados no cromossomo X relacionados a IOP

-FMR1(Fragile X Mental Retardation I): a expansdo da repeticdo de
trinucleotideos CGG, presente na regido 5’ nao traduzida do exon 1 do gene
FMR1 (localizado em Xg27.3) € a causa da Sindrome do X Fragil; a segunda
causa mais frequente de deficiéncia intelectual herdada. Expansdes na
sequéncia dos nucleotideos acima de 200 repeticdes causam uma reducao ou
auséncia da producdo da proteina FMRP e o fendtipo da doenca. Sé&o
consideradas expansdes normais dessa sequéncia de 5-44 repeticdes,
expansOes intermediarias de 45-54 e pré-mutacdes de 55-200 repeticbes
(Barasoain et al.,2016). Pré-mutacdo no FMR1 é a causa genética mais
frequente de IOP, sendo identificada em 6% e até 13% dos casos de IOP
esporadica e familiar respectivamente, em individuos caucasianos, embora com
frequéncias bem menores em populacbes chinesas e japonesas (Qin et al.,
2015). A proteina FMRP exerce um efeito supressivo na traducdo do RNAm,
portanto sua auséncia leva a uma “superexpressdao” de RNAm, fato que pode
prejudicar a expressao de genes relacionados ao desenvolvimento dos odcitos,
resultando em uma diminuic&o do pool de foliculos. Outros estudos sugerem que
o RNAm na pré-mutacao possa causar toxicidade ovariana, levando a atresia
folicular. (Persani et al.,2010)

-BMP15 (Bone Morphogenetic Protein 15), esta localizado no

cromossomo Xpll.2; codifica a proteina morfogenética 6ssea 15 e pertence a



familia de fatores de transformacgéo e crescimento tipo beta (TGF-B). O BMP15
€ expresso em odcitos, e desempenha uma atividade critica na regulacdo da
foliculogénese e na funcéo de células germinativas. Mutaces do gene BMP15
como causa de IOP, tem uma prevaléncia entre 1,5 a 12%. (Persani et al.,2010)

-PGRMC1(Progesterone Receptor Membrane Component 1), esta
localizado em Xg22-g24 e codifica o receptor de membrana de ligacdo a
progesterona. Sua expressédo alterada leva a infertiidade por diferentes
mecanismos. O PGRMC1 desempenha um papel fundamental na regulacédo do
desenvolvimento folicular (Dixit et al.,2010). A reducdo nos niveis de expressao
desse receptor diminui o efeito anti-apoptético exercido pela progesterona
econsequentemente 0 aumento da apoptose das células ovarianas um
mecanismo determinante dalOP. (Wang et al.,2014; Qinet al., 2015)

-AR (Receptor Androgénico), esta localizado em Xgl2, e no ovario o AR
€ expresso no desenvolvimento de foliculos, principalmente nas células da zona
granulosa. A deficiéncia do Ar em camundongos fémeas resultou num fenétipo
de 10P, sugerindo que para uma foliculogénese normal é requerida uma acéo
mediada pelo AR. (Qin et al., 2015)

- FOX04 (Forkhead box 04), localizado em Xq13.1, é expresso nas células
granulosas, e esta envolvido na sinalizacdo molecular da PI13K (phosphoinositide
3-kinase)/ AKT (v-Akt murine thymoma viral oncogene homolog I)/CDKN Ib
(Cyclin-dependent kinase inhibitor IB); o que sugere um papel na fisiologia
ovariana. Uma mutagdo nesse gene foi identificada numa coorte de 116
pacientes tunisianas com IOP (Fonseca et al., 2012)

- POF 1B (Premature ovarian failure 1 B), localizado em Xq21.2, esta
localizado na “regido critica” denominada IOP 1, e sua interrupgéo por pontos de
guebra, devido a transloca¢des X-autossomos, levaram ao quadro de IOP. Além
disso, estd associado a capacidade de ligacdo de filamentos de actina néo
musculares, cuja disfuncdo pode levar a apoptose exagerada de células
germinativas. Lacombe et al., (2006) identificou mutacdes nesse gene em cinco
irmas com quadro de IOP, pertencentes a uma mesma familia.

Outros genes localizados no cromossomo X potencialmente envolvidos
com IOP sao: o ZFX (Zinc Finger X) em Xp22.1-21.3,0SHOX (Short Stature
Homeobox) em Xp22.33, o DACH2 (Dachshund Family transcription fator 2)



emXqg21.3, o DIAPH2(Diaphanous-related formin 2) em Xg22,0 NXF5 (Nuclear
RNA export fator 5) em Xq22.1,0 CENP1 (Centromere Protein 1) em Xqg22.1 o
COL4A6(Collagen type 1V, alpha 6) em Xqg22.3, o XPNPEP2 (X-prolyl
aminopeptidase P 2, membrane-bound) em Xqg25 eo FMR2 (Fragile Mental
Retardation 2) em Xg28(Fortufio e Labarta.,2014).

1.2.3) Genes localizados em autossomos relacionados a IOP

- GDF9 (Growth Differentiation Factor 9), localizado em 5q31.1, é
expresso em oqcitos, e assim como o BMP15, € um membro da familia de fatores
de transformac&o do crescimento tipo beta (TGF-B). Alguns trabalhos, tem
descrito mutacdes desse gene associadas a IOP, numa frequéncia que varia de
1 a 4%. (Dixit et al., 2005; Zhao et al.,2008, Norling et al., 2014)

- FIGLA(Factor in the germline alpha), localizado em 2p13.3, desempenha
um papel crucial na formacao do foliculo primordial e coordena a expressao de
genes da zona pellcida. Zhao et al., (2008) descreveu mutacdes desse gene
numa frequéncia de 2% em uma coorte de mulheres chinesas com IOP.

- NOBOX(Newborn ovary homeobox gene), localizado em 7935 é um
gene homeobox od0cito-especifico, que desenvolve um papel crucial na
foliculogénese precoce. Qin et al., (2007) encontrou 1% de mutacdes desse
gene, numa coorte de mulheres brancas norte-amercianas, ja Bouilly et al.,
(2015) reportou mutagdes do NOBOX numa frequéncia de cerca de 5% numa
coorte de mulheres caucasianas com IOP.

- NR5A1 (Nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1); SF-
1(Steroidogenic fator-1), localizado em 9933, regula a transcricdo de genes
envolvidos na reproducéo, esteroidogénese e diferenciagcao sexual masculina. A
inativacdo do NR5A1 especificamente em células da granulosa de camundongos
causa infertilidade, associado a hipoplasia ovariana. Lourenco et al., (2009)
identificou 19 diferentes mutacdes nesse gene, em individuos de quatro familias
com IOP e em 25 casos esporadicos da mesma patologia.

- Mais raramente associados a IOP, encontram-se o FSHR (FSH receptor)
e 0 LHR(LH receptor),ambos localizados em 2p21-p16).OFSHR desenvolve um

papel chave na funcdo gonadal normal regulando o crescimento folicular,



producdo estrogénica e maturacdo dos odécitos. Mutacbes que determinem a
perda de funcdo desses receptores causam resisténcia as gonadotrofinas e
hipogonadismo hipergonadotréfico. No caso da resisténcia ao LH, o quadro de
IOP pode se caracterizar por oligomenorréia ou amenorréia secundaria,
evidenciando-se multiplos foliculos antrais a ultrassonografia. A biépsia ovariana
nesses casos revela desenvolvimento folicular até o estagio pré-ovulatorio,
ocorrendo uma tipica faléncia da ovulacédo (Woad et al.,2013).

Outros genes em autossomos, ja foram associados a IOP, a saber: ESR1
(Estrogen receptor 1) localizado em 6924.1, WNT4(Wnt familiy member 4)
em1p36.23-p35.1, INHA(Inhibin Subunit Alpha) em 2935, POU5F1 (POU Class
5 homeobox 1) em 6p21.31, FOX03 (Forkhead transcription fator 3) em 6qg21,
SOHLH1(Spermatogenesesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix
transcription fator 1) em 9934.3, NANOS3(Nanos homolog 3- Drosophila) em
19p13.1, STAGES3 ( Stromal Antigen 3) em 7q22.1), EIF2B(Eukaryaotic translation
initiation fator subunit 2 beta) e o SYCE1(Synaptonemal complex central
elemento protein 1) em 10g26.3; entre outros. (Chapman et al., 2015, L Persani
et al., 2010, Qin et al., 2015). A figura 2 ilustra inGmeros genes ja associados a

fisiologia ovariana e envolvidos a IOP.

1.2.4) IOP relacionada a sindromes com fendtipos complexos:

-Sindrome Blefarofimose-ptose-epicanto (BPES-Blepharophimosis-
ptosis-epicanthus) é uma sindrome autossémica dominante na qual o gene
FOXL2(Forkheadbox L2), localizado em 3g23, esta envolvido. Esse gene
desenvolve um papel crucial no desenvolvimento ovariano, portanto um dos
aspectos da sindrome € a IOP, associado amalformacgdespalpebrais, levando a
ptose e epicanto invertido.

-Sindrome de Perrault- envolve os genes HSD17B4 (Hydroxysteroid
dehydrogenase 4), localizado em 5921; HARS2 (Hystidyl-tRNA synthetase 2),
localizado em 5q31.4; LARS2 (Leucyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial)
localizado em 3p21.3; CLPP (Caseinolytic mitochondrial matrix peptidase

proteolytic subunit), localizado em 19p13.3 e o C100rf2 (Chromosome 10 open
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reading frame 2) localizado em 10g24. E uma condi¢do de heranca recessiva,
caracterizada por IOP nas mulheres, surdez neuro-sensorial tanto em homens
como em mulheres, entre outras manifestacdes neuroldgicas.

-APECED (Autoimmune Polyendocrinopathy-Candidiasis-Ectodermal
Dystrophy)- envolve o gene AIRE (Autoimmune Regulator), localizado em
21922.3, que quando afetado, pode levar a multiplas anormalidades auto-
imunes: Doenca de Addison, hipoparatireodismo, Diabetes Mellitus tipo 1,
alopécia, vitiligo, distrofia ectodermal, doenca celiaca, gastrite crénica atréfica,
hepatite ativa cronica, disturbios tireoidianos auto-imunes e anemia perniciosa.
O acometimento ovariano costuma ocorrer na terceira década de vida.

Outras sindromes associadas a IOP, sdo: o Pseudohipoparatireodismo
tipo la, a Leucodistrofia ovariana, a Ataxia telangectasia, a Galactosemia, a
Oftalmoplegia externa progressiva e a Sindrome de Demirhan. (Persani
etal.,2010; Qin et al.,2015)

NANOSI MSHE MSHS HFMI RECS SMCLE SOMLML SOMLM2
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Figura 2: Genes assocados a IOP e sua importancia na oogénese, foliculogénese e

outras funcdes.CPG: células germinativas primordiais. Adap. Huhtaniemi et al.,2018
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Naspacientes com IOP, as técnicas da citogenética convencional tem-se
mostrado limitadas na deteccdo de alteracbes estruturais de segmentos
pequenos do DNA, uma vez que o cariotipo convencional detecta apenas
desbalancos acima de 4-10 Mb e nas técnicas de FISH e MLPA € necessério a
escolha de uma regido gendémica definida para o estudo, impossibilitando a
busca de desbalancos pelo genoma inteiro ((Huhtaniemi et al.,2018, Separovic.,
2012).

Na busca por um diagndstico genético para esse grande numero de
pacientes portadores de IOP de etiologia ndo conhecida, o uso de técnicas que
avaliam todo o genoma, tem se tornado uma realidade, na medida em que o0s
custos estdo sendo barateados possibilitando sua utilizacdo ndo apenas em

protocolos de pesquisa, mas também na pratica clinica (Arboleda et al., 2013).

1.3) Cariotipagem molecular

A tecnologia de microarrays, também conhecida como cariotipagem
molecular,demonstrou a importancia das variacées do numero de copias (CNVs)
submicroscopicas na patogénese de iniUmeras doencas raras e complexas
(Vulto-van Silfhout et al.,2013).Em 2010, o microarray foi eleito o exame de
escolha, o padrdo-ouro na investigacdo de individuos com anormalidades do
desenvolvimento neurolégico e anomalias congénitas, recomendado como o
primeiro teste diagnostico a ser realizado idealmente nestas condi¢des (Miller et
al., 2010).

O desenvolvimento dessa técnica permitiu detectar desequilibrios
cromossOmicos submicroscopicos em pelo menos 10-15% dos pacientes com
atraso de desenvolvimento, multiplas anormalidades congénitas e casos de
autismo, suplantando o diagnéstico anteriormente feito pelo cariétipo simples,
nessas e em outras inUmeras patologias (Separovic ER, 2012).

As CNVs sao variantes estruturais, que se caracterizam pordelecoes,
duplicacdes e insercoes de regides do DNA maiores que 1 Kb de tamanho ecom

um namero de cépias variavel em relacdo a um genoma referéncia (Feuk et
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al.,2006). Associacdes entre CNVs e determinadas doencgas podem revelar
novas regides candidatas e genes relacionados com a patologia.

Para que possamos qualificar o quéo relevante possa ser uma CNV para
a doenca em estudo, sao feitas analises de sobreposi¢cdo com bancos de dados
de CNVs relatadas em individuos normais (Database of Genomic Variants —
DGV:http://dgv.tcag.ca) e também com banco de dados de CNVs em individuos
com fendtipo alterado (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in
Humans Using Ensemble Resources-DECIPHER:http://decipher.sanger.ac.uk);
além da andlise de tamanho, tipo de CNV e conteuado génico (Vermeesch et
al.,2007, Rigs et al.,2019)

As técnicas de microarrays: Comparative Genomic Hybridization Array
(array-CGH) e Single Nucleotide Polymorphism Array (SNP-array) sé&o
plataformas bastante robustas capazes de detectar CNVs tdo pequenas quanto
20 Kb (Miller et al., 2010). Além disso, permitem a identificacdo de mosaicismos
(10-30%) e perda de heterozigose de uma maneira rapida e acurada (Kulikowski
et al.,2013, Achermann et al., 2015).

A “cariotipagem molecular” tem sido amplamente utilizada no campo da
endocrinologia, se mostrando ferramenta Uutil na elucidacdo de inameras
doencas como: obesidade severa de inicio precoce, hipotireoidismo congénito,
genitélia atipica, baixa estatura e IOP, entre outros (Ledig et al.,2010, Aboura et
al., 2008, Schaaf et al., 2011).

As causas genéticas de IOP sdo muito heterogéneas e as técnicas
diagnésticas com uma ampla investigacdo do genoma sao as mais indicadas na
pesquisa etiolégica. Estudos utilizando essas plataformas de alta resolucao,
como CGH-arraye SNP-array, tem identificado CNVs tanto ligadas ao
cromossomo X, como em autossomos, afetando I6cus com possivel papel na
fertilidade feminina, além da descoberta de novos genes com um papel
importante no desenvolvimento ovariano (Aboura et al.,2009; Ledig et al.,2010;
Quilter et al.,2010; Castranovo et al.,2014; McGuire et al.,2011; Norlinget
al.,2014; Jaillardet al.,2016; Tsuiko et al.,2016; Bestetti et al.,2019)

Baseados nessas evidencias, estudamos um grupo de pacientes com IOP

de causa indeterminada, utilizando a técnica de microarrays, para que com esse
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ensaio de alta resolucdo, pudéssemos detectar de forma rapida e acurada,

desequilibrios genémicos associados ao fenotipo de IOP.

1.4) JUSTIFICATIVA

A maioria das pacientes com diagnostico de insuficiéncia ovariana
primaria permanece classificada como de etiologia idiopética, ou seja sem causa
conhecida. Acreditamos que uma grande parcela delas, possa ter esse distarbio
esclarecido do ponto de vista molecular, desde que estudadas com metodologias
adequadas. As novas técnicas disponiveis, como o0 sequenciamento de alta
performance e a analise cromossdémica pormicroarrays, permitem a avaliacdo de
todo o genoma de forma rapida e eficaz.

A relevancia do estudo molecular dos pacientes portadores de IOP esta
na possibilidade de se estabelecer um diagndstico etioldgico definitivo e rapido
assim como a identificacdo de novos genes candidatos.

O diagnéstico de uma anormalidade genética em uma paciente com IOP
também pode permitir o rastreamento e o aconselhamento de outras mulheres
da familia, portadoras da mesma alteracdo génica, mas em fases precoces da

doenca e com possibilidade de orientacéo para preservacao de fertilidade.
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2) OBJETIVO

2.1) OBJETIVO PRINCIPAL

Pesquisar a presenca de dele¢des ou duplicacbes submicroscoépicas raras
em um grupo selecionado de pacientes com Insuficiéncia Ovariana Primaria

utilizando o método de analise cromossdmica por microarray

2.2) OBJETIVO ESPECIFICO

-Avaliar a correlacdo entre variacdes do niamero de cépias gendmicas
patogénicas que justifiquem o fendtipo de Insuficiéncia Ovariana Primaria em um
grupo selecionado de pacientes.

-ldentificar novas regibes cromossémicas e/ou novos genes

possivelmente relacionados a etiologia da insuficiéncia ovariana primaria
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3) PACIENTES E METODOS

3.1) CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa- CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, em 07/04/2008, protocolo
n® 1226/07. Todos os pacientes ou seus responsaveis assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para participagdo no protocolo
clinico, coleta das amostras de sangue e andlise de DNA segundo as normas do

Comité de Etica.

3.2) PACIENTES

Setenta e cinco pacientes com Insuficiéncia Ovariana Primaria foram
selecionadas: 53 portadoras de amenorréia primaria e 22 portadoras de
amenorréia secundaria.

Os dados de exame fisico geral e exame da genitalia externa no momento
do inicio do acompanhamento na Unidade de Endocrinologia do
Desenvolvimento - A1MN 1003 foram coletados retrospectivamente das
anotacdes dos prontuarios, assim como os resultados dos exames laboratoriais
e hormonais realizados na investigacdo diagnéstica. Nos anexos 1 e 2 segue a
descricAo da abordagem clinico-laboratorial realizadana investigacdo das

pacientes.

Critérios de selecdo de pacientes para o estudo

As pacientes selecionadas para o estudo foram acompanhadas no
Ambulatério da Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento (Unidade A1IMN
1003) da Disciplina de Endocrinologia da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.
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Todas as pacientes apresentavam idade inferior a 35 anos, queixa de
amenorreia primaria ou secundaria e niveis séricos elevados de gonadotrofinas,
com predominio de FSH em relacdo ao LH e hipoestrogenismo.

Amenorréia primaria foi definida como auséncia de ciclos menstruais em
mulheres sem desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e idade
cronoldgica igual ou superior al3 anos.

Amenorréia secundaria foi definida como a auséncia de menstruacéo por
mais de quatro ciclos consecutivos, em mulheres que apresentavam
previamente ciclos menstruais regulares, ou auséncia de menstruacao por mais
de seis meses naquelas mulheres cujos ciclos eram irregulares.

Todas as pacientes apresentaram cariétipo 46,XX sem anormalidades
numéricas ou estruturais identificadas pela técnica de bandamento

cromossdmico G (minimo de 20 células analisadas)

Critérios de exclusdo de pacientes para o estudo

Pacientes com causas conhecidas de insuficiencia ovariana primaria, a
saber: etiologia auto-imune, secundaria a procedimentos cirdrgicos ou
guimioterapicos ou portadoras de anormalidades cromossdmicas identificadas
no cariotipo, foram excluidas do estudo.Pacientes em que foram encontradas
variantes alélicas patogénicas em genes que reconhecidamente participam da
via de determinagdo ovariana ou que foram previamente relacionados ao
desenvolvimento de insuficiéncia ovariana, estudadas com as técnicas de
sequenciamento paralelo em larga escala por painel génico customizado, foram
excluidas desse estudo.A pesquisa de pré-mutacao do gene FMR1 foi realizada
utilizando a técnica de Triplet primed PCR (TP-PCR). As pacientes nas quais foi
identificada a presenca de pré-mutacdo do FMR1 foram excluidas do estudo.
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Caracterizacdo da coorte de pacientes

A coorte foi constituida por 75 individuos, sendo 53 com amenorréia

primaria (71%) e 22 com amenorréia secundaria (29%).

Grupo I- Pacientes com IOP e Amenorréia Primaria

Este grupo foi constituido por 53 pacientes que apresentavam ao exame
fisico auséncia de desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e
relatavam auséncia de menarca. A média da idade de diagndéstico das pacientes
foi de 17,4 anos (variando de 13 a 30 anos). Quinze casos familiais (28%)
oriundos de oito familias e 38 casos (72%) esporadicos foram identificados.
Historia de consanguinidade parental foi relatada em 12 pacientes (23%). Todas
as pacientes deste grupo apresentavam niveis elevados das gonadotrofinas
séricas; com predominio dos valores de FSH em relacdo aos do LH e valores
séricos de estradiol inferiores aos valores normais para a fase folicular (Tabela
3). Em duas pacientes (denominadas 51 e 66) foi observada a presenca de
clitoromegalia (2,8 e 2,5 cm) isolada, sem outros sinais de virilizagdo, associada
a valores elevados de testosterona sérica. A descricdo da investigacdo
diagnostica destas pacientes esta relatada no Anexo 3.

A ultrassonografia pélvica suprapubica foi realizada durante a
investigacao deste grupo de pacientes, por diferentes profissionais em diferentes
servicos médicos utilizando diferentes aparelhos de ultrassonografia. Nestas
condicOes, os exames evidenciaram: utero de volume reduzido em todas as
pacientes e ovarios de tamanhos diminuidos (volume < 2cm3) ou ndo
visualizados (valores referéncia para menacme: Gtero 30 a 90 cm?3, ovarios de 3

a 10 cm3).
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Tabela 2: :Dados clinicos e laboratoriais de 53 pacientes portadoras de

insuficiencia ovariana primaria e amenorréia primaria

VARIAVEIS N°
IDADE INICIO DE ACOMPANHAMENTO (anos)
Média (dp) 17,4 (4,1)
Mediana ( min-méax) 16,5 (13-30)
IDADE INiCIO TERAPIA HORMONAL (anos)
Média (dp) 18,3 (4,3)
Mediana ( min-max) 17 (14-30)
FSH (UI/L)
Média (dp) 100,3 (37,2)

Mediana (min-max)

Valor normal na fase folicular: 3,5 a 12,5

LH (UI/L)
Média (dp)
Mediana (min-max)

Valor normal na fase folicular: 2,4 a 12,6

ESTRADIOL (pg/mL)

Valor normal na fase folicular: 20-233

TESTOSTERONA (ng/dl)
Média (dp)
Mediana (min-max)

Valor normal na fase folicular: <12-48

99 (30,6-183)

36,9 (15,6)
41 (11-65)

<13

38,76 (39,9)
15 (<14-142)

dp: desvio padrao, min: minimo, max: maximo
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Neste grupo de pacientes, onze individuos apresentavam caracteristicas
fenotipicas sindrémicas (como por exemplo: palato ogival, cubito valgo, baixa
estatura, sindactilia, encurtamento do quarto metacarpo, entre outras), (anexo
4). Ainda no grupo | houve uma paciente com doenga de Wilson e ceratocone,
outra paciente com retinite pigmentosa e por ultimo uma com eflivio telégeno

cronico.

Grupo ll- Pacientes com IOP e Amenorréia Secundaria

Este grupo foi constituido por 22 pacientes que apresentavam ao exame
fisico desenvolvimento completo dos caracteres sexuais secundarios e
relatavam cessacéo dos ciclos menstruais. A idade de menarca destas pacientes
variou entre 11le 18 anos e a cessacao dos ciclos menstruais ocorreu entre 12 e
35 anos de idade (tabela 4). A média da idade de diagndstico das pacientes foi
de 21,5 anos (14 aos 37 anos). Apenas 1 caso familial (4,5% dos casos) foi
identificado e histéria de consanguinidade parenteral ndo foi relatada nesse
grupo.

Todas as pacientes deste grupo apresentavam niveis elevados das
gonadotrofinas séricas; com predominio dos valores de FSH em relacdo aos do
LH e valores séricos de estradiol inferiores aos valores normais para a fase
folicular (tabela 4). Em uma das pacientes (denominada paciente 7) desse grupo
a presenca de clitoromegalia (medida de 4,5 cm) foi observada, associada a
niveis aumentados de testosterona sérica. A descricdo da investigacao
diagnéstica desta paciente esta relatada nos Resultados (paciente 7).

Dentre os individuos com amenorréia secundaria, houve uma grande
heterogeneidade dos achados da ultrassonografia pélvica, variando entre Utero
hipoplasico e ovarios ndo visualizados, a Utero de tamanho habitual e ovarios de
volume acima de 2,0 cm3® menores que 10 cm?® (valores referéncia para

menacme: utero 30 a 90 cm3, ovarios 3 a 10 cm3).
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Tabela 3:Dados clinicos e laboratoriais de 22 pacientes portadoras de

insuficiéncia ovariana primaria e amenorréia secundaria

VARIAVEIS N°
IDADE DA MENARCA (anos)

Média (dp) 13,7 (2,0)
Mediana (min-max) 13,5 (11-18)

IDADE INiCIO DE ACOMPANHAMENTO (anos)
Média (dp) 22,8 (7,0)
Mediana (min-max) 22,75 (12-35)

IDADE INiCIO TERAPIA HORMONAL (anos)
Média (dp) 23,2 (6,8)
Mediana (min-max) 21,5 (14-37)

VALOR DE FSH (UI/L)

Média (dp) 76,5 (22)
Mediana (min-max) 82 (40-109)
Valor normal na fase folicular: 3,5 a 12,5

VALOR DE LH (UI/L)

Média (dp) 36,4 (15,5)
Mediana (min-max) 38 (18-61,09)
Valor normal na fase folicular: 2,4 a 12,6

VALOR DO ESTRADIOL (pg/ml)

Média (dp) 13,3 (6,5)
Mediana (min-max) 13(4,9-25)
Valor normal na fase folicular: 20-233,0

VALOR DE TESTOSTERONAL (ng/dl)
Média (dp) 27,4(25,9)
Mediana (min-max) 14 (<14-99)
Valor normal na fase folicular: <12-48

dp: desvio padrao, min: minimo, max: maximo

No grupo IlI, apenas duas pacientes apresentavam caracteristicas

sindrémicas (Anexo 4).
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3.3) METODOS

3.3.1) Extracdo do DNA genémico

As amostras de DNA foram obtidas a partir de leucécitos de sangue
periférico dos individuos arrolados na pesquisa. O DNA foi extraido de acordo
com os procedimentos padronizados no Laboratorio de Horménios e Genética
Molecular/LIM42 da Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento,
Faculdade de Medicina da USP, S&o Paulo e foram armazenados no Banco de
DNA do respectivo laboratorio.

A concentracdo do DNA extraido foi obtida por leitura em
espectrofotdometro no comprimento de onda de 260 nm (1 unidade DO 260 =
50 pg/mL). A relacdo ideal entre as leituras em 260 e 280 nm para a
caracterizacdo da pureza do material é superior a 1,75. As amostras foram

mantidas congeladas a — 20 °C até seu uso.

3.3.2) Metodologia Polimorfismo de nucleotideo uUnico array (SNP-

array)

O CytoScan™ HD Array da Affymetrix permite uma cobertura muito ampla
do genoma humano. Possui 2,67 milhdes de marcadores para analise do niumero
de cépias, incluindo 750.000 SNP e 1,9 milhdes de sondas nao polimorficas,
permitindo a detec¢cdo de aberragbes no nimero de copias a partir de 25-50 kb
além de identificar perdas de heterozigose e mosaicismos acima de 20%.

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Oncologia
Experimental (LIM24) da FMUSP.

A plataforma CytoScan™ HD Array da Affymetrix foi utilizada para a
realizacdo da técnica de SNP-array de acordo com as instru¢des do fabricante.
Para a realizacdo do experimento foram utilizados 5 yL de DNA a uma
concentracdo final de 50 ng/uL. O ensaio Cytoscan foi desenhado para
processar de 8 a 24 amostras, incluindo um controle positivo (DNA gendémico do
kit reagente Cytoscan), esse controle é usado apenas para a reacao e ndo para

analise dos dados gerados; € utilizado para verificar possiveis problemas com
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as amostras e/ou com a reacdo. Todas as etapas abaixo foram extraidas do
manual do usuario CytoScan Affymetrix. (User Manual CytoScan
AffymetrixAssay, 2011-2012)

Etapa 1- Digestdo e ligacao

Digestdo do DNA por reagentes especificos fornecidos pelo fabricante no
kit (Digestion Master Mix) a temperatura de 37 ° C por 2 horas no programa
Cytoscan Digest. O proximo estagio foi o de ligacao e para isso é usada a enzima
T4 DNA Ligase associada a um mix especifico fornecido pelo fabricante (Ligation
Master mix) que foi adicionado a cada amostra e aos controles seguindo o

Cytoscan Ligate Program a 16 ° C por 3 horas.

Etapa 2- PCR, purificacdo e quantificacdo

Foi realizada a etapa de amplificacdo gendmica, na qual as amostras
foram incubadas a 37°C por 20-24 horas. Essa etapa se iniciou com a diluicao
do DNA ligado com o reagente Affymetrix Nuclease- Free Water, seguido pela
transferéncia das amostras diluidas para a placa de PCR e adi¢cdo do Primer de
PCR e outros reagentes fornecidos pelo fabricante (10X TITANIUM Taq PCR
Buffer, 50X TITANIUM Taq DNA Polimerase, GC-MELT Reagent e dNTP
Mixture). A placa de PCR foi colocada no programa PCR Cytoscane os produtos
amplificados foram avaliados em um gel corado por brometo de etidio.

O produto de PCR foi transferido para um tubo eppendorf, ao qual foi
adicionado uma solucéo de purificacéo (purification beads). Para que ocorresse
a ligacdo do DNA amplificado as beads esta solucéo final foi submetida a um
periodo de incubacdo. Apés a centrifugacdo dessa solucdo (3 minutos em alta
velocidade) os tubos foram levados a uma plataforma magnética, de maneira a
retirar e descartar o sobrenadante mantendo-se o produto ligado as beads
(beads pellets). Etapas de lavagem com tampao até a completa limpeza dos
beadspellets sao realizadas, seguindo-se a transferéncia de cada amostra

purificada para uma nova placa.
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As amostras purificadas foram lidas em um espectrofotdbmetro nos
comprimentos de onda de 260, 280 e 320 mm para a caracterizacdo da pureza

do material. As OD 280 e OD 320 foram usados como controles.

Etapa 3A- Fragmentacdo, rotulacdo, hibridacdo

Etapa 3B- Lavagem, coloracdo e leitura pelo scanner

As amostras purificadas foram misturadas a um mix enzimatico de
fragmentagcdo, e submetidas ao programa de fragmentagcdo Cytoscan por 35
minutos a uma temperatura de 37° C. Os reagentes: tampao 5X TdT, reagente
DNA Labeling e TdT foram adicionados as amostras ja fragmentadas e
submetidas ao programa de marcagao Cytoscan por 4 horas a uma temperatura
de 37° C. Para arealizagao da etapa de hibridacéo, um mix master de hibridac&o
fornecido pelo fabricante foi adicionado as amostras, e processado no programa
de hibridacdo da Cytoscan por 10 minutos a 95° C, seguido por uma etapa de
incubacdo dessas amostras a 50° C por aproximadamente 16 horas para que
ocorresse a hibridacdo das amostras com as sondas especificas.

Terminadas essas etapas, os arrays foram lavados com reagentes
especificos para que se iniciasse o0 processo de coloracdo de acordo com a
complementariedade das bases do DNA estudadas com as sondas (GeneChip®
Fluidics Station 450-para lavagem e marcacédo). A intensidade dos sinais foi
medida por um scanner especifico (GeneChip® Scanner 3000 7G) e a analise
foi realizada com o auxilio de um software especifico (AGCC software Version
3.2.2) disponibilizado pelo fabricante (Obs: para a analise, o software vem com
uma referéncia gerada a partir de 380 individuos saudaveis, e nossas amostras
foram analisadas comparando seus respectivos sinais, com o dessa referéncia)

Alteracbes de numero cépias gendmicas frequentes na populacdo em
geral (banco de dados Database of Genomic Variants) foram consideradas

polimorfismos e excluidas de andlises posteriores
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3.3.3) Metodologia Hibridagdo Genomica Comparativa baseada em

microarranjos (array-CGH)

A presenca de alterac6es de numero de cépias gendmicas (duplicacdes
e delecdes) foi investigada pela técnica de hibridagdo gendmica comparativa
baseada em microarranjos (array-CGH). Foi utilizada a plataforma SurePrint G3
Human CGH 4x180K (Agilent Technologies, Califérnia, USA), oligoarrays que
contém quatro areas, cada uma delas com aproximadamente 180.000
oligonucleotideos de 60pb. Os procedimentos de marcacdo e purificagdo das
amostras, hibridacdo e lavagem foram realizados conforme descrito pelo
fabricante (Agilent Technologies, Califérnia, USA), com modificacdes
desenvolvidas no Laboratério de Genética Humana do Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sao Paulo. Na etapa de fragmentacdo de DNA gendmico,
amostras de aproximadamente 800 ng de DNA gendmico foram fragmentadas
por 10 minutos a 95°C em banho seco. Foi utilizado o kit Agilent Labelling mix
(Agilent Technologies, Califérnia, USA) para marcacao das amostras de DNA
com fluoréforos; resumidamente, foram adicionados random primers e tampéao a
reacao da digestdo, seguindo-se a desnaturacdo do DNA por 3 min a 95°C e a
incubacao em gelo por 5 min. Para a marcacéo, foram adicionados dNTPs, Cy3-
dCTP (para a amostra teste) e Cy5-dCTP (para a amostra referéncia) e enzima
Klenow. As amostras foram mantidas por duas horas a 37°C em banho seco,
procedendo-se em seguida a inativacdo da enzima por 10 min a 65°C. As
amostras marcadas foram purificadas utilizando-se lllustra™ ProbeQuant™ G-
50 Micro Columns (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do fabricante. A
guantificacdo do DNA gendmico marcado e a atividade especifica dos
fluorocromos Cy3-dCTP e Cy5-dCTP foram determinadas no espectrofotdbmetro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). Na etapa de precipitacéo, 50 uL
do DNA teste (marcado com Cy3) e 50 uL do DNA referéncia (marcado com Cy5)
foram adicionados a 10 ug de Human Cot-1DNA (Invitrogen), para o volume final
de 105 uL. Em seguida, foram adicionados NaAc (3 M, pH 5,0; 10% do volume
final) e etanol 100% gelado (2,5X o volume final). As amostras foram precipitadas
por 15 min a -80°C ou por duas horas a -20°C, seguido por centrifugacdo a
13.200 rpm por 15 min a 4°C. O DNA marcado foi entédo ressuspendido em TE
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(Tris-HCL 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) previamente aquecido a 72°C e mantido
por 2 min a 72°C, seguindo-se nova ressuspensao em vortex. Para hibridacao
foi utilizado o Agilent Oligo a-CGH Hybridization kit (Agilent Technologies,
Califérnia, USA), com adicdo das solu¢des blocking solution 10X e hybridization
buffer 2X e desnaturacdo por 3 min a 95°C, seguindo-se 30 min a 37°C.
Adicionou-se todo o volume das amostras a lamina de suporte do microarray
(GASKET slide), com superposicdo da lamina de microarray sobre ela. A
hibridacao ocorreu a 65°C por aproximadamente 20 horas. Apés esse periodo,
as lavagens foram realizadas em Buffer 1 por 5 min, em Buffer 2 (previamente
aquecido a 37°C) por 1 min, seguindo 10s em acetonitrila (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA).

As imagens do microarray, obtidas com o Agilent High-Resolution
Microarrayscanner, foram processadas e analisadas utilizando o pacote de
programasFeature Extraction e Agilent Genomic Workbench (ambos da Agilent
Technologies), usando o algoritmo estatistico ADM-2 e o limiar de sensibilidade
6,0. Apenas as alteragcbes de numero de coépias abrangendo no minimo 3
oligonucleotideos consecutivos com razdo logz Cy3/Cy5 alterada foram
consideradas como possiveis alteracbes de ganhos (logz Cy3/Cy5 > 0.4) ou
perdas (logz Cy3/Cy5 < 0.4) de determinado segmento gendmico. Todas as
alteracOes identificadas pelo software seguindo os parametros descritos acima
foram visualmente inspecionadas.

AlteracBes de numero copias gendmicas frequentes na populagdo em
geral (banco de dados Database of Genomic Variants) foram consideradas

polimorfismos e excluidas de analises posteriores.

3.3.4) Anélises dos microarrays

As coordenadas gendémicas dos segmentos cromossdmicos considerados
CNVs na analise dos microarrays foram apresentadas de acordo com o Human
Genome Building GRCh37/hgl9 (Genome Reference Consortium Human

Genome: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc)

Todas as variagdes encontradas nas pacientes foram comparadas com 0s

dados de CNVs detectadas em individuos sem doencas genéticas referidas
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(controles), compilados nos bancos de dados Database of Genomic Variants —
DGV (http://projects.tcag.cal/variation)
O banco de dados DGV compila CNVs detectadas em mais de 20.000

individuos saudaveis estudados, e tem sido usado como referéncia de populacéo

controle em inimeros estudos (MacDonald et al, 2013). As CNVs reportadas com
frequéncia elevada nesses bancos de dados foram consideradas polimorfismos,
portanto provavelmente sem relacdo com o fendtipo em analise, sendo assim
excluidas nesse presente estudo.

Apos isso, analisamos se as coordenadas gendmicas das alteracdes
identificadas nas pacientes apresentavam sobreposicdo com os desequilibrios
gendmicos de um banco de dados de individuos portadores de doencas
genéticas congénitas: Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in

Humans Using Ensemble Resource- DECIPHER (http://decipher.sanger.ac.uk/).

Os fendtipos descritos para tais pacientes portadores de CNVs sobrepostas as
de nossas pacientes foram inspecionados para verificar sobreposicdo com o
fendtipo do presente estudo.

A Ultima etapa foi analisar o conteudo génico das CNVs encontradas,
utilizando a ferramenta Genome Browser UCSC (University of California, Santa

CruzGenome Browser: http://genome.uscs.edu). Para andlise do papeldos

genes contidos nos segmentos dessas CNVs, consultamos o banco de dados

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Men; http://www.nvbi.nlm.nih.gov/omim),

PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), Ovarian Kaleidoscope Database

(http://okdb.appliedbioinfo.net/) e Mouse Genome Informatics

(http://www.informatics.jax.org/)

A avaliacdo conjunta desses dados para cada alteracdo detectada foi a
base para sua classificacdo de acordo com o efeito clinico provéavel
(patogenicidade), considerando os critérios utilizados no Consensus Statement
of Chromosomal Microarray, assim como as publicacdes de Lee et al, que se
encontram na Tabela 4. (Miller et al.,2010; Lee et al, 2007)


http://decipher.sanger.ac.uk/
http://genome.uscs.edu/
http://www.nvbi.nlm.nih.gov/omim
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Tabela 4: Critérios utilizados para a classificagdo das CNVs de acordo com sua

patogenicidade

Critériosprincipais

CNVs patogénicas

CNVs benignas

Alteracdo sobreposta a regibes
descritas em individuos saudaveis
como apresentando nUmero de
copias variavel em frequéncia
aumentada (por exemplo, DGV)

Alterac&o sobreposta a regifes com
duplicacdes e delecdes reportadas
em pacientes com fendtipos
alterados (por exemplo, DECIPHER)
CNV contém gene(s)

oMIM(categoria  morbid)  ou

jarelacionados a doengas genéticas
(PubMed)

CNV rica em genes

CNV pobre em genes

X

Critérios secundarios

CNV é uma delecao
CNV é uma duplicagéo

CNV é uma amplificagdo (ganho de
mais de uma copia)
CNV de tamanho > 3 Mb

CNV néo tem genes e é desprovida
de elementos regulatérios

conhecidos

DGV: Database of Genomic Variants, DECIPHER: Database of Chrmossomal Imbalance and Phenotype in

Humans Using Ensembl Resources, OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man. (adaptada de Lee et al)
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Considerando os critérios descritos acima as CNVs foram classificadas

como.

1.

3.

Patogénicas- preenche todos os critérios maiores: a CNV faz
sobreposicaoa regides com alterac6es de numero de copias descritas
em pacientes com fenétipos alterados, € uma regido rica em genes e
contém genes reconhecidamente relacionados a doencas (OMIM e
PubMed).

Provavelmente patogénica- preenche parcialmente os critérios das

patogénicas. Exemplos: alteragdes n&o reportadas no DGV com
tamanho acima de 3 Mb, contendo genes, OMIM ou néo; alteracdes que
ndo contem genes OMIM mas abrangem regibes regulatorias
conhecidas que reconhecidamente alteram o funcionamento de genes
se deletadas ou amplificadas e por ultimo altera¢c6es ndo reportadas no
DGV que englobam gene diretamente associado ao fendtipo,
independente do tamanho.

Benignas- todas aquelasCNVs que foram amplamente relatadas no
banco de dados de individuos saudaveis- DGV

Variantes de Significado Clinico Incerto (VUS)- CNVs que nao foram

descritas no banco de dados de individuos saudaveis-DGV; ou seja ndo
podem ser classificadas como benighas, mas também néao fecharam
critérios para serem consideradas patogénicas ou provavelmente
patogénicas.

Provavelmente benigna- preenche parcialmente os critérios de

benigna. Exemplo: CNVs contendo genes OMIM, porém amplamente

descritas no banco de dados DGV.
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Andlise de bioinformatica para caracterizacdo do conteddo génico das

variacoes patogénicas, provavelmente patogénicas e de significado clinico

incerto

No intuito de caracterizarmos o contetdo génico e o relacionarmos com o
fendtipo de Insuficiéncia Ovaria Primaria, lancamos mao de ferramentas de
bioinformatica acessiveis na rede e que funcionam como facilitadoras de

pesquisa clinica (Tabela 5)

Tabela 5: Ferramentas utilizadas de analise de bioinformatica

FERRAMENTA URL ANALISE
ucscC http://genome.ucsc.edu/ Avaliacdo das posicbes gendmicas
dos desbalancos, denotando

contetdo génico

DGV http://projects.tcag.calvariation/ AvaliacBes dos desbalancos
gendmicos na populagdo saudavel

DECIPHER http://decipher.sanger.ac.uk/ Banco de dados de individuos ndo
saudaveis. Foi utilizado na busca de
outros individuos portadores de I0OP
com desequilibrios genémicos que se
sobrepusessem aos dos nossos
pacientes

OMIM http://www.nvbi.nlm.nih.gov/omim Busca de genes ja relacionados a
feno6tipo em humanos

Pub Med https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/ Pesquisa da correlagdo entre genes
encontrados e fenotipo em estudo

Ovarian Pesquisa da relagdo do contetdo

kaleidoscope http://okdb.appliedbioinfo.net/ génico encontrado nas CNVs com a

database fisiologia ovariana

URL — Uniform Resource Locator. UCSC- University of California, Santa Cruz Genome Browse. DGV-
Database of Genomic Variants. DECIPHER- Database of Chrmossomal Imbalance and Phenotype in
Humans Using Ensembl Resources. OMIM- Online Mendelian Inheritance in Man


http://projects.tcag.ca/variation/
http://decipher.sanger.ac.uk/
http://www.nvbi.nlm.nih.gov/omim
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Na analisedas CNVs identificadas e contelddo génico, todas as
ferramentas enumeradas na Tabela 5 foram utilizadas.
Lancamos mao também, de algumas outras ferramentas, a saber:

-Mouse genome informatics (http://www.informatics.jax.org/): pesquisa de genes

relacionados ao fenétipo em estudos animais

-gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/):faz a andlise de tolerabilidade da

variacéo de perda de funcéo-LoF.

-The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/):com o objetivo de, em

alguns casos, analisar individualmente a expressao génica nos diversos tecido


http://www.informatics.jax.org/
https://www.proteinatlas.org/
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4) RESULTADOS

Caracteristicas das CNVs identificadas nesta coorte de pacientes com IOP

Dezenove CNVs raras foram identificadas em dezoito pacientes (24% dos
casos estudados). Destas, cinco CNVs foram classificadas como patogénicas,
duas CNV como provavelmente patogénica e doze CNVs como VUS.

As CNVs se apresentaram com as seguintes caracteristicas:

- Tamanho: entre 0,10 a 41,4 Mb, sendo que todas as patogénicas tinham
tamanho maior ou igual a 1Mb e todas as patogénicas e provavelmente
patogénicas foram ricas em conteudo génico.

- Tipo: ao todo foram sete delecbes e doze duplicacdes, conforme

representado esquematicamente na figura 3:

Figura 3- Resumo dos resultados do microarray no grupo estudado

N=47 estudados SPN array

hsiS.cason deAR N=6 estudados CGH array

N=75 pacientes com I10P |-

N=22 casos de AS = N=22 estudados CGH array

[I—den!iﬁca;io de 19 CNVs raras em 18 pacientes

7 delegdes 12 duplicacbes
. ] |
5 patogénicas 2 provavelmente patogénicas 12 VUs
- 3 delegoes -2 duplica¢des -4 delegoes
2 duplicacdo Tamanhe: 0,33 Mb e 0,55 Mb -8 duplicagdes
Tamanho: 1,0-41,4 Mb Tamanho: 0,12-0,81Mb
3 pacientes com AP 1 paciente com AP 11 pacientes com AP
1 paciente com AS 2 pacientes com AS

Figura 3: Resumo dos resultados do microarray no grupo de mulheres poratdoras de I0OP
estudadas. AP-amenorréia primaria; AS-amenorréia secundaria; VUS-variante de significado
incerto
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Dentre as CNVs classificadas como patogénicas e provavelmente
patogénicas, houve uma maior prevaléncia de duplicacdes (4 em 7 duplicacdes);
esse mesmo padrao foi observado nas CNVs classificadas como VUS (8 em 12
duplicacdes) (Tabela 6).

Os desequilibrios gendmicos foram identificados mais frequentemente em
autossomos (14 CNVs), correspondendo a 74% de todas as CNVs raras
encontradas nesta coorte de pacientes. Apenas cinco CNVs estavam localizadas
no cromossomo X (26% das CNVs identificadas), porem trés delas foram
categorizadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas, representando
43% das CNVs com maior potencial de associacdo a doenca (Tabela 6).

As CNVs raras ocorreram com maior frequéncia nas pacientes com
amenorréia primaria (16 CNVs em 15 pacientes); uma prevaléncia de 28% nesse
grupo e de 20% considerando-se toda a coorte de pacientes avaliadas. Nas
pacientes com amenorréia secundaria (trés CNVs em trés pacientes)
observamos uma prevaléncia de 14% nesse grupo de pacientes e 4%
considerando-se toda a coorte.

Quatro porcento das CNVs raras encontradas nesta coorte de IOP
ocorreram em casos familiais e em 5% foi relatado pelas pacientes
consanguinidade parental (Tabela 6)

Todas as CNVs classificadas como patogénicas ou provavelmente
patogénicas apresentavam conteudo génico rico. Em relacdo as VUS, quatro

delas ndo apresentaram genes em sua extensao (Tabela7).



Tabela 6: Categorizagdo de acordo com a patogenidade das CNVs encontradas e achados clinicos
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Loécus Coordenadas gendmicas CNV tamanho  Tipo de Classificacao Paciente Idade inicio Achados clinicos Caso familiar Consanguinidade
(hg19)! (Mb) CNV I0P Parental
1p31.1 Chr1:78617051_79429792 0,81 dup VUS IOP 5 18 - nao nao
2p23.1 Chr2:31451382_31629439 0,18 del VUS IOP 11 15 Encurtamento nao nao
4°metacarpo, palato ogival
2023.3 Chr2:154541630_154674188 0,13 del VUS IOP 14 AP - ND sim
2037.3 chr2:239074572_239629478 0,55 dup Prov patogénica IOP 4 AP - sim sim
5q23.2 Chr5:124700962_125131805 0,43 dup VUS IOP 6 AP cubito valgo, retardo nao nao
mental leve, discreto
epicanto,
7p22.1 Chr7:5749102_6065236 0,32 dup VUS IOP 8 AP dentes extranumerarios, ND nao
manchas café com leite

9p24.1 Chr9:6973531_7090261 0,12 dup VUS IOP 152 AP - sim sim
9p24.1 Chr9:6965885_7090261 0,12 dup VUS IOP 162 AP - sim sim
10p15.3 Chr10:992115_ 1168862 0,18 dup VUS IOP 12 AP - ND ND
15g25.2 Chr15:83198902_84915080 1,7 del Patogénica I0P 2 AP - nao

11922.3 Chr11:103636307_103760085 0,12 del VUS IOP 17 AP cubito valgo, déficit ND ND

auditivo
19913.43 Chr19:56379654 56705420 0,33 dup Prov patogénica IOP 7 13 Clitoromegalia nao nao
22qg12.1 Chr22:29353366_29499619 0,15 dup VUS IOP 13 AP encurtamento 4° nédo nao
metacarpo, palato ogival,
cubito valgo,
hipertelorismo mamério
22912.3 Chr22:36614296_36716248 0,1 dup VUS IOP 18 AP - nao nao
Xp22.33 ChrX:2031805_2271484 0,24 dup VUS IOP 9 AP - nao nao
Xqgl13.2 chrX:72142816_73135548 1 del Patogénica IOP 3 AP Cubito valgo nao nao
Xg21.31 ChrX:89691648_ 89878515 0,19 del VUS IOP 10 AP Doenga de Wilson, sim sim
ceratocone
Xg27.2928 ChrX:140666275_155233731 14,5 del Patogénica IOP 1 AP Palato ogival, cubito valgo nao nao
Xg22.1927.1 ChrX:98752106_140159954 41,4 dup Patogénica
20p13 Chr20:61568_2761280 2,7 dup Patogénica

Dup- duplicacéo; del- delecdo; AP- amenorréia primaria; Mb- Megabase; Chr- cromossomo; Prov Patogénica- Provavelmente Patogénica;

VUS- Variante de significado incerto; ND- ndo disponivel; *posi¢cdes gendmicas estabelecidas de acordo com o Human Genome Building

GCRh37, hg19; 2Pacientes irmas



Tabela 7: Genes contidos nas CNVs raras identificadas nesta coorte de pacientes com IOP

Lécus Tamanho da Tipo Genes contidos na CNV Genes Genes Paciente
CNV de CNV Afetados, n OMIM, n
(Mb)
CNVs patogénicas
15925.2 1,7 del RPS17t, RPS17Lt, CPEB1, LOC283692, AP3B2?, LOC338963, LOC28369 26 5 IOP 2
SCARNA15, FSD2, WHAMM, HOMER2%,
FAM103A1, C150rf40, BTBD1, MIR4515, TM6SF1,
HDGFRP3, BNC1t, SH3GL3, ADAMTSL3, EFTUD1P1, LOC100505679,
LOC440300, LOC388152, LOC642423, GOLGA6L4
Xq13.2 1 del LINC00684, FAM226B, FAM226A, PABPC1L2B, PABPC1L2A, NAP1L6, NAP 12 1 IOP 3
CDX4, MAP2K4P1, CHIC1, TSIX, XIST?*
Xq27.2928 14,5 del SPANXA2-OT1...FMR1", FMR2"... 1L92 178 37 IOP 1
Xq22.1g27.1 41,4 dup XRCC6P5, NXF5, COL4A6", PGRMCI, XPNPEP2'...SPANXF1 2 300 59
20p13 2,7 dup DEFB125...EBF4? 54 11
CNVs Provavelmente Patogénicas
2937.3 0,55 dup ILKAP, LOC151174, LOC643387, HES6, PER2:, TRAF3IP1?, ASB1, LOC151 8 2 IOP 4
19913.43 0,33 dup NLRP4, NLRP5, NLRP8, NLRP13, ZNF444, GALP, ZSCAN5B, ZNF787 8 0 IOP 7
Variante de significado incerto
1p31.1 0,81 dup PTGFR, IFI44L, IFI44, ADGRL4 4 0 I0P5
2p23.1 0,18 del XDHt, EHD3, CAPN14 3 1 IOP 11
2923.3 0,13 del Sem genes 0 0 IOP 14
5q23.2 0,43 dup Sem genes 0 0 IOP 6
7p22.1 0,32 dup RNF216%, ZNF815P, OCM, CCZ1, RSPH10B, RSPH10B2, PMS2t, AIMP21, 9 4 IOP 8
EIF2AK1*

19913.43 0,33 dup NLRP4, NLRP5, NLRP8, NLRP13, ZNF444, GALP, ZSCAN5B, ZNF787 8 0 IOP 7
9p24.1 0,12 dup KDM4C 1 0 IOP 15*
9p24.1 0,12 dup KDM4C 1 0 IOP 16*
10p15.3 0,18 dup WDR374, IDI2, IDI2-AS1, IDI1, GTPBP4, AX748285 6 1 IOP 12
11g22.3 0,12 del MIR4693 1 1 IOP 17
22912.1 0,15 dup ZNRF3, ZNRF3-AS1, C220rf31, KREMEN1? 4 1 IOP 13
22912.3 0,1 dup APOL2%, APOL1Y, MYH9 3 3 IOP 18
Xp22.33 0,24 dup DHRSX 1 1 IOP 9
Xg21.31 0,19 del Sem genes 0 0 IOP 10

Dup- duplicagédo; del- delecdo; Mb- Megabase; n- nimero; * irmas; ‘genes OMIM; 2 conteddo génico no intervalo cromossémico>50 genes
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Uma ampla andlise do contetdo génico das CNVs raras foi realizada
utilizando-se diferentes ferramentas de bioinformatica (OMIM, Pubmed, Ovarian
Kaleidoscope Database e Mouse Genome Informatics) porém nas pacientes 8,
9, 12, 17 e 18 essa andlise ndo permitiu correlacionar os genes contidos nos
seguimentos cromossdmicos alterados a funcbes ovarianase/ou a fisiologia
reprodutiva feminina.

Nas CNVs localizadas no cromossomo X, o conteudo génico identificado
no SNP-array da paciente 1, é extremamente denso e varios genes contidos
nessas regides, como o FMR1, FMR2, XPNPEP2, COL4A6, NXF5 e PGRMCI,
ja foram amplamente associados a IOP (Simpson.,2008; Qin et
al.,2015;Parissone et al.,2020). Na dltima década, estudos de microarray e
sequenciamente paralelo em larga escala permitiram a identificagdo de novos
genes, como o CPEB1 e BNC1 relacionados a IOP (McGuire et al.,2011; Tsuiko
et al.,2016; Zhang et al.,2018; Bestetti et al.,2019; Franca et al.,2020) Dentre as
outras CNVs que apresentaram contetudo génico, identificamos os seguintes
genes potencialmente envolvidos com a etiologia da IOP: PTGFR, XDH, EHDS,
PER2, KDM4C, NLRP5, ZNRF3 e XIST. Natabela 8estdo dispostos os l6cus

onde se encontram e a funcdo ovariana a que se relacionam.

Tabela 8-Novos genes candidatos e genes previamente associados a etiologia da IOP

Genes Locus Funcéo Ovariana? Estudos em humanos e/ou em
candidatos modelos animais
Genes previamente associados a IOP
CPEB1 15g25.2 Maturagéo odcito Bestetti et al.,2019;
Franca et al.,2020
BNC1? Oogénese, Desenvolvimento Ma J et al.2006,
embrionario precoce Zhang et al.,2018
Novos genes candidatos a IOP
PTGFR 1p31.1 Ovulacao, metabolismo esteroidal, Berisha et al.,2019
lutedlise
XDH? 2p23.1 Metabolismo oxidativo, apoptose Liu e Li et al.,2017
celular
EHD3 Apoptose celular Zielak et al.,2007
PER2: 2g37.3 Ovulagédo, metabolismo esteroidal Shimizu et al.,2011
KDM4C 9p24.1 Desenvolvimento embrionario precoce Wang et al.,2009
NLRP5 19g13.43 Desenvolvimento embrionario Docherty et al.,2015, Mu et al.,2018
precoce,formacao foliculo primordial Fowler et al.,2009
ZNRF3 22q12.1 Desenvolvimento de células Hao et al.,2012
germinativas
XIST Xq13.2 Desenvolvimento embrionario precoce Simpson et al.,2008
lgenes OMIM; 2informacgdes obtidas pelo site Ovarian Kaleidoscope Database

(http://okdb.appliedbioinfo.net)
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4.1) PACIENTES COM CNVs CLASSIFICADAS COMO PATOGENICAS E
PROVAVELMENTE PATOGENICAS:descricdo clinica e analise dos

microarranjos genémicos

Paciente 1

A paciente procurou servico médico aos 17 anos com gueixa de amenorréia
priméaria e auséncia de desenvolvimento mamario, quando foi orientada ao uso
de terapia de reposicdao hormonal feminina. Em nosso servigo, iniciou
seguimento aos 24 anos em uso de reposicdo hormonal ciclica e relatando a
presenca de ciclos menstruais regulares em uso da reposicdo hormonal. Negava
casos semelhantes ou infertilidade na familia e consanguinidade parental. Neste
momento, apresentava no exame fisico Peso 63 kg, Estatura 166 cm (DP+0,45),
IMC 22.8 Kg/mz2, desenvolvimento mamario e de pelos pubianos no estadio 5 de
Tanner, genitalia externa feminina, cubito valgo e palato em ogiva, sem outros
dismorfismos. Nao houve relato de atraso do desenvolvimento neuropsicomotor,
e tampouco foram percebidos déficits de cognicdo durante as consultas.
Realizou os seguintes exames laboratoriais e de imagem em vigéncia do uso da
reposicdo hormonal: FSH 99.1 U/l (VN- 3.5a 12.5 Ul/L), LH 45.1 Ul/l (VN- 2.4 a
12.6 UI/L), estradiol 27 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml), testosterona 35ng/dl (VN- 30
a 60 ng/dl); ultrassonografia pélvica: volume uterino de 17,4cmg3, ovario direito
2,7 cm3, ovario esquerdo 2,2 cm?3 (valores de referéncia para menacme: utero 30
a 90 cmsd, ovéarios 3 a 10 cm3). Nos antecedentes pessoais apresentava

hipotireoidismo primario com anticorpo anti-peroxidade positivo.

Resultado da anélise cromossémica por SNP-arrayda paciente 1

Na andlise porSNP-array, essa paciente apresentou uma duplicacdo de
41,4 Mb, seguida por uma delecao de 14,5 Mb no braco longo do cromossomo
X, cujas coordenadas gendmicas foram respectivamente: arr [GRCh37]
XQ22.1927.1(98752106_140159954) x3 e arr [GRCh37]
XQq27.2028(140666275_155233731) x1 (Figura 4).
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O conteudo génico da duplicagéo do braco longo do X foi de 300 genes e
dentre esses, 59 sdo genes OMIM Morbid (previamente relacionados a doencas
em humanos) (Tabela 7). Essaregidao abrange alguns genes que ja foram
previamente relacionados a IOP em humanos, a saber: NXF5, COL4AG6,
PGRMC1 eXPNPEP2 (Qin et al.,2015; Parissone et al.,2020).

Sobrepostos as coordenadas gendémicas da duplicagédo no braco longo do
cromossomo X arr[GRCh37] Xq22.1927.1(98752106 140159954) x3, existem
relatadas mais de 90 duplicacbes no banco de dados DECIPHER, a maior parte
delas apresentava tamanho menor que a da nossa paciente (41,4 Mb). Entre
essas descricfes, se encontra a da paciente de numero 319602 com uma
triplicacdo de 14,9 Mb, que apresenta o fendtipo de insuficiéncia ovariana
primaria e anormalidades no sistema genito-urinario. Nas descricdes de
duplicacdes na regiao foi bastante comum o relato de atraso intelectual.

O conteldo génico da delecdo em Xq27.2g28consistia em 178 genes e
dentre esses, 37 eram genes OMIM Morbid. Os genes FMR1 e FMR2 contidos
por inteiro nessa delecéo,estdo sabidamente associados a IOP. A pre mutacao
do FMRL1 é causa conhecida de IOP (Fortufio e Labarta.,2014) e Murray et al.,
associou a microdelecdo do FMR2 & 1,5% dos casos de IOP na coorte que
estudou (Murray et al.,1999)

No banco de dados DECIPHER estdo descritos mais de 100 pacientes
com delecbes que se sobrepdem as coordenadas gendmicas
arrfGRCh37]Xq27.2928(140666275_155233731)x1, regido deletada do braco
longo do cromossomo X dessa paciente. Dentre essas descricbes, estd a
paciente 265891, que tem sobresposta a regidao de CNV da paciente 1, uma
delecéo de 80,9 Mb, e também apresentou fenétipo de IOP, associado a outros
achados, como: anormalidades do lobo da orelha, palato ogival, encurtamento
de quarto metacarpo, hipoplasia hemifacial, estrabismo unilateral, atraso do
desenvolvimento da fala e esteatose hepatica. Entre os outros individuos, cujos
desbalancos se sobrepunham a de nossa paciente, foi comum o relato de baixa

estatura.
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Figura 4- Dados derivados do SNP-array 2M Affymetrix, mostrando parte do braco longo do
cromossomo X da paciente 1:a barra azul evidencia a extensdo da duplicacdo identificada arr
[GRCh37] Xg22.1927.1(98752106-140159954) x3,com média de log2 ratio 0,5 das sondas da
regido duplicada ( perfil de nimero de cépias na linha abaixo da barra azul); a barra vermelha
evidencia a extensdo da delecdo identificada arr [GRCh37]Xq27.2028(140,666,275-
155,233,731)x1, com média de log2 ratio -0,5 das sondas da regido deletada.Perfil de
genotipagem por SNP mostrado abaixo (em allele difference). Imagem extraida do software
AGCC version 3.2.2

Essa paciente apresentou também uma duplicagdo de 2,7 Mb no brago
curto do cromossomo 20 (Figura 5), cujas coordenadas genémicas foram:
arrfGRCh37] 20p13(20:61568 2761280)x3. Essa regido continha 54 genes, e
dentre esses 11 genes OMIM Morbid:RBCK1 (610924), TBC1D20 (611663),
CSNK2A1 (115440), SLC52A3 (613350), RSPO4 (610573), PDYN (131340),
TGM3 (600238), TGM6 (613900), SNRPB (182282), NOP56 (614154), IDH3B
(604526).

No DECIPHER foram descritos 46 individuos com duplicacbes, cujas
coordenadas genbmicas se sobrepdem a duplicacdo no bragco curto do
cromossomo 20 apresentada pela paciente 1. Dentre os casos descritos, a
paciente 1578 apresentava anormalidades da genitalia feminina sem relato de
IOP.
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Figura 5- Dados derivados do SNP-array2M Affymetrix, mostrando parte do braco curto do
cromossomo 20 da paciente 1: a barra azul evidencia a extenséo da duplicagdo identificada arr
[GRCh37 ]20p13(61568-2761280)x3] com média de log2 ratio 0,5 das sondas da regido
duplicada (perfil de nUmero de cépias na linha abaixo da barra azul); perfil de genotipagem por

SNP mostrado abaixo (em allele difference). Imagem extraida do software AGCC version 3.2.2

Os resultados da andlise do microarray da paciente revelaram um rearranjo
cromossémico complexo provavelmente secundario a uma translocagao
envolvendo o brago longo do cromossomo X e o0 brago curto do cromossomo 20.
N&o foi possivel a realizacdo de técnicas complementares, como Fluorescence
in Situ Hybridization (FISH), para a confirmac&o dessa hipotese diagndstica por

falta de acesso a paciente que atualmente néo reside no pais.
Paciente 2

A paciente 2 iniciou seguimento em nosso servi¢co aos 30 anos de idade.
Aos 17 anos procurou servico médico com queixa de amenorréia primaria e
auséncia de desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios, quando iniciou
reposicdo com estrogénios conjugados e medroxiprogesterona, que
promoveram desenvolvimento mamario e ciclos menstruais regulares. Ao exame
fisico: peso 81.2 Kg, estatura 158 cm (DP+0,8), IMC 32,5 Kg/m?, (obesidade grau
[), mamas bem desenvolvidas- M5, pelos pubianos - P5 e genitdlia externa
feminina, ndo foram observados estigmas nessa paciente. Os exames iniciais
em Nnosso servico, em uso irregular da reposicdo hormonal,evidenciaram: FSH
40.7 UI/L (VN- 3.5 a 12.5 Ul/L), LH 20 UI/L (VN- 2.4 a 12.6UI/L), estradiol 11.1
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pg/ml (VN- 20 a 233pg/ml), testosterona 24 ng/dl (30 a 60 ng/dl). A
ultrassonografia pélvica suprapubica evidenciou Utero (volume 11 cm3), sem
evidéncia de eco endometrial, volume do ovéario direito de 0,8 cm® e do ovario

esquerdo de 1,0 cm3, sem evidéncia de foliculos em ambos os ovarios (valores
referéncia para menacme: Utero 30 a 90 cm3, ovérios 3 a 10 cm?d)

Ao longo do acompanhamento essa paciente apresentou transtorno
depressivo e obesidade severa, e ap0s a estabilizagdo do quadro depressivo
realizou cirurgia bariatrica. Na histéria familiar negou outros casos semelhantes

e negou também a presenca de consanguinidade.

Resultado da anélise cromossémica por SNP-arrayda paciente 2

A analise por SNP-array identificouuma delecdo no cromossomo 15 de
aproximadamente 1,7 Mb, com as seguintes coordenadas gendmicas:arr
[GRCh37]15025.2(83228992 84847653)x1 (Figura 6).Essa regido contém 26
genes: RPS17, RPS17L, CPEB1, LOC283692, AP3B2, LOC338963,
LOC283693, SCARNA15, FSD2, WHAMM, HOMER2, FAM103A1, C15o0rf40,
BTBD1, MIR4515, TM6SF1, HDGFRP3, BNC1, SH3GL3, ADAMTSL3,
EFTUD1P1, LOC100505679, LOC440300, LOC388152, LOC642423,
GOLGAG6L4 (Tabela 7). Todos os genes estdo contidos por inteiro na delecao,
com excecdo do CPEB1 e LOC100505679, que estdo parcialmente contidos .O
gene RPS17 foi descrito associado a Anemia Diamond-Blackfan 4 (OMIM
#612527), condicdo de herangca dominante; o gene AP3B2 esta associado a
Encefalopatia epiléptica e Desenvolvimento 48 (OMIM #617276), condicdo de
heranca recessiva; o gene HOMER2 est4 associado a Surdez autossémica
dominante 68 (OMIM #616707) e o gene BNC1 esta associado a Faléncia
Ovariana Prematura 16 (OMIM #618723).

No DECIPHER foram encontradas descricbes de dezesseis pacientes
com delecbes que se sobrepdem a da paciente 2. Nessas descricées ndo houve
nenhum relato de IOP e os achados mais comuns foram: atraso do
desenvolvimento motor, atraso no desenvolvimento da fala, escoliose,

anormalidades faciais, baixa estatura e obesidade.
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Figura 6- Dados derivados do SNP-array 2M Affymetrix, mostrando parte do brago longo do
cromossomo 15 da paciente 2: a barra vermelha evidencia a extensédo da dele¢éo identificada
arr [GRCh37] 15q25.2(83228992-84847653)x1 com média de log2 ratio -0,5 das sondas da
regido deletada (perfil de niumero de copias na linha abaixo da barra vermelha); perfil de
genotipagem por SNP mostrado abaixo ( em allele difference). Imagem extraida do software
AGCC version 3.

Paciente 3

A paciente 3 procurou servico médico aos 14 anos, com queixa de
amenorreia primaria e obesidade. Ao exame fisico: peso 90 kg, estatura 166 cm
(DP+0,45), IMC 32,9 Kg/m?, pelos axilares presentes e pubianos estadio Il de
Tanner, auséncia de desenvolvimento mamario, genitalia externa feminina,
cubito valgo, acne facial, acantose nigricans cervical e auséncia de hirsutismo.
Seus exames laboratoriais evidenciaram um hipogonadismo hipergonadotrofico,
com FSH 65 Ul/l (VN-3.5a 12.5 UI/L), LH 25 Ul/l (VN-2.4 a 12.6Ul/L), estradiol <
6.8 pg/ml (VN- 20 a 233pg/ml) etestosterona 78 ng/dl (VN- 30 a 60 ng/dl).
Realizou ultrassonografiapélvica em outro servico antes do inicio da reposicao
hormonal, que evidenciou a presenca de Utero infantil (ndo foi realizada afericao
do volume) e ovarios nao visualizados. Cinco anos ap0s o inicio da reposicéo
estrogénica associada a medroxiprogesterona, o US pélvico mostrou a presenca
de Utero medindo 6,5 x 3,4 x 2,2 cm (volume 22 cm3) com eco endometrial linear

e ovarios nao visualizados (valores referéncia para menacme: Gtero 30 a 90 cm3,
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ovarios 3 a 10 cmd). Paciente ndo relatava casos semelhantes na familia,

infertilidade ou consanguinidade parental.

Resultado da andlise cromossémica por SNP-array da paciente 3

Essa paciente apresentou uma delecdo no braco longo do cromossomo
X, de aproximadamente 1 Mb, cujas coordenadas gendmicas foram:arr
[GRCh37]Xq13.2(72142816_73135548)x1] (Figura 7) . Essa regido contém por
inteiro doze genes: LINC0O0684, FAM226B, FAM226A, PABPC1L2B,
PABPCI1L2A, NAP1L6, NAP1L2, CDX4, MAP2K4P1, CHIC1, TSIX, XIST
(Tabela 7). Os genes encontram-se contidos por inteiro na duplicacdo, com
excecdo dos genes FAM132B e ILKAP, que estao parcialmente contidos. O gene
XIST esta descrito associado a Sindrome de Inativagcdo do X, Familial
Skewed(OMIM #300087).

No DECIPHER foram descritos 15 pacientes com dele¢des que envolvem
essa mesma regido cromossOmica; com relatos frequentes de baixa estatura,
atraso no desenvolvimento da fala, anormalidades do quadril, escoliose e
estrabismo. A descricdo de uma paciente (265891) com uma duplicagéo de 1,33

Mb, sobreposta as coordenadas genémicas da paciente 3, e portadora de IOP

foi identificada.
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Figura 7- Dados derivados do SNP-array 2M Affymetrix, mostrando parte do braco longo do
cromossomo X da paciente 3: a barra vermelha evidencia a extensdo da delecao identificada arr
[GRCh37]Xq13.2(72142816-73135548)x1com média de log2 ratio -0,5 das sondas da regido
deletada (perfil de nimero de cépias na linha abaixo da barra vermelha); perfil de genotipagem
por SNP mostrado abaixo (em allele difference). Imagem extraida do software AGCC version
3.2.2.



47

Paciente 4

A paciente 4 iniciou seguimento por volta dos 18 anos em outro servico,
com queixa de amenorreia priméria e auséncia do desenvolvimento de
caracteres sexuais secundarios. Apoés o iniciou do tratamento com contraceptivo
oral desenvolveu mamas e ciclos menstruais regulares. Aos 25 anos procurou o
servico de Ginecologia e Obstetricia do HCFMUSP por desejo reprodutivo. O
exame fisico foi: peso 69 kg, estatura 170 cm (DP+1,12), IMC 23,9 Kg/mz, pelos
axilares,pubianos e mamas no estadio V de Tanner, genitalia externa feminina e
ndo foram observados estigmas. Realizou dosagens hormonais sem uso de
reposicao estrogénica que evidenciaram FSH 98.5 UI/L(VN3.5 a 12.5 Ul/L), LH
42 UI/L (VN- 2.4 a 12.6Ul/L) e estradiol < 5 pg/ml (VN- 20 a 233pg/ml). A
ultrassonografia pélvica transvaginal evidenciou utero infantil (volume 7,2 cm?3) e
ovarios nao visualizados (valores referéncia para menacme: utero 30 a 90 cm3,
ovarios 3 a 10 cm3). Paciente negava casos semelhantes na familia e relatava

pais consanguineos (primos de 1° grau).

Resultado da analise cromossémica por SNP-array da paciente 4

A analise por SNP-array identificou uma duplicacdo de 0,55 Mb no
cromossomo 2, cujas coordenadas genOmicas foram: arr[GRCh37]
2037.3(239074572_239629478)x3(Figura 8). Essa CNV envolve oito genes, a
saber: ILKAP, LOC151174, LOC643387, HES6, PER2, TRAF3IP1l, ASB1,
LOC151171 (Tabela 7). O gene PER2foi associado a Sindrome Familiar da Fase
Avancada do Sono (OMIM #604348), condicao de heranca dominante e o
geneTRAF3IP1 associado a Sindrome Senior-Loken 9 (OMIM #616629),
caracterizada por uma nefropatia, secundaria a disfuncao ciliar, condicdo de

heranca recessiva.
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Bos

Figura 8- Dados derivados do SNP-array 2M Affymetrix, mostrando parte do braco longo do
cromossomo 2 da paciente 4: a barra azul evidencia a extensdo da duplicagéo identificada arr
[GRCh37] 2g37.3(239074572-239629478)x3.com média de log2 ratio 0,5 das sondas da regido
duplicada (perfil de nUmero de copias na linha abaixo da barra azul); perfil de genotipagem por

SNP mostrado abaixo (em allele difference). Imagem extraida do software AGCC version 3.2.2

No DECIPHER foram descritos 21 individuos com duplicacbes
sobrepostas as coordenadas gendmicas da CNV identificada na paciente 4.
Dentre esses relatos, uma paciente (265082) com amenorréia secundaria,
catarata, coloboma, nistagmo congénito e microftalmia apresentava uma
duplicacdo sobreposta de 11,4 Mb. Nos outros pacientes, cuja duplicacao se
sobrepde a da paciente 4, foi bastante comum o achado de criptorquidia, atraso
global do desenvolvimento e anormalidades cardiacas.

Além disso, no SNP array essa paciente apresenta varios blocos de
homozigose, o que denota consanguinidade parental, fato que é relatado na
histéria da paciente. As coordenadas gendmicas desses blocos sdao:
arrfGRCh37] 12¢g23.1923.3(99982871_105873401),
arr[GRCh37] 2p13.3p12(69072655 76650806),
arr[GRCh37] 12g23.3924.21(106333728 115177389),
arr[GRCh37] 16p13.12p12.2(14137089_24024308),
arr [GRCh37] 10p14p12.33(7883894_18329756),
arr[GRCh37] 3q12.2913.2(100592216 111735961),
arr[GRCh37] 4p15.2p14(24889100_38330209),
arrf[GRCh37] 22912.1q13.31(27154014_44612253),
arr[GRCh37] 3p22.3p14.2(33963570_59417186)(Figura 9).
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Figura 9-ldeograma representando o genoma da paciente. As setas em vermelho evidenciam
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0s segmentos gendmicos em homozigose (barras roxas), sem alteracdo do numero de cépias,
nas seguintes regides cromossémicas:2p13.3p12, 3q12.2q13.2, 3p22.3pl4.2, 4p15.2pl4,
10p14p12.33, 12923.3924.21, 12¢923.1923.3,16p13.12p12.2, 22g12.1gq13.31. Imagem extraida
do software AGCC version 3.2.2.

Paciente 7

A paciente 7 relatou desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios
€ menarca espontanea aos 13 anos, que consistiu em um uUnico episodio de
sangramento vaginal evoluindo com amenorreia.Fez uso de anticoncepcional
oral a partir dos 18 anos, com ciclos regulares durante o uso hormonal. Refere
gue a partir dos 20 anos observou aumento do clitéris ndo acompanhado de
outros sinais de hiperandrogenismo.Procurou o ambulatério de Ginecologia do
HC aos 33 anos iniciando acompanhamento. No exame fisico peso 58 kg,
estatura 158 cm (DP+0,88), IMC 23 Kg/m?, apresentava desenvolvimento dos
caracteres sexuais secundarios completo, genitalia feminina com clitoromegalia
(4,5cm), sem acne ou hirsutismo. Negava uso de medicacbes ho momento da
avaliacdo. Os exames laboratoriais iniciais mostravam um hipogonadismo
hipergonadotroéfico, com FSH 82 Ul/I (VN- 3.5 a 12.5 Ul/L), LH 38 Ul/l (VN- 2.4 a
12.6UI/L), estradiol 15 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml) e um valor aumentado de
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testosterona de 99 ng/dl (VN- 30 a 60 ng/dl). A US pélvica mostrou utero reduzido
de volume (volume-17 cm3; valores referéncia para menacme: utero 30 a 90 cm?3)
e ovarios pequenos<2 cm? (valores de referéncia para menacme:ovarios 3 a 10
cmd). As investigacOes para elucidar a origem da hiperandrogenemia indicaram
uma provavel origem gonadal do hiperandrogenismo (Testosterona basal-119
ng/dl, Testosterona apés um més da injecédo IM de analogo de GnRH —Leuprolide
3,75mg - 38 ng/dl)

Nessa ocasido realizou clitoroplastia e gonadectomia bilateral (Anatomo
patolégico anexo direito: gbnada disgenética, associada a hiperplasia de células
hilares/ anexo esquerdo: gbnada disgenética, associada a hiperplasia de células
hilares e agregados celulares sugestivos de corddes sexuais primitivos). Apés a
gonadectomia 0s niveis de testosterona mantiveram-se sempre na faixa da
normalidade. A paciente referiu duas tias paternas com infertilidade e negava

consanguinidade parental.

Resultado da analise cromossémica por CGH-arrayna paciente 7

Na andlise por CGH-array foi detectada uma duplicacdo de 325 Kb no
cromossomo 19, arr[GRCh37] 19913.43(56379654 56705420) x3. No segmento
duplicado foram identificados oito genes, a saber: NALRP4, NALRP13, NALRPS,
NALRPS5, ZNF444, ZNF787, ZSCAN5B e GALP; todos contidos inteiramente na
duplicacdo, com excec¢do do NALRP4 (Tabela 7) Nenhum desses genes esta
associado a doencas segundo o banco de dados OMIM.

No banco de dados DECIPHER foram descritas 46 pacientes com
duplicacdes sobrepostas e 7 pacientes com delecdes sobrepostas. Dentre os
individuos que apresentam duplicacdo nessa regido, quatro delas sdo de
tamanhos menores que a apresentada pela paciente 7 e as outras sdo bem
maiores. A paciente 398425 do banco de dados DECIPHER, apresenta uma
duplicacdo sobreposta, mas de tamanho bem maior (5,4Mb) e dentre os achados
fenotipicos esté descrita a presenca de hipertrofia clitoriana (aspecto semelhante

ao fendtipo da nossa paciente). Nao estdo descritos casos de I0P.



51

4.2) PACIENTES COM CNVs CLASSIFICADAS COMO VUS, CONTENDO
GENES CANDIDATOS A IOP: descricéo clinica e andlise dos microarranjos

gendmicos

Paciente 5

A paciente 5 apresentou desenvolvimento dos caracteres sexuais
secundarios e teve menarca espontanea aos 13 anos; porém aos 18 anos, teve
cessacao dos ciclos menstruais associado ao aumento das gonadotrofinas e
hipoestrogenismo, demonstrado pelos valores hormonais da época: FSH 60Ul/I
(VN-3.5 a 12.5 UI/L), LH 20 Ul/l (VN-2.4 a 12.6Ul/L), estradiol < 5,0 pg/ml (VN-
20 a 233pg/ml). Ao exame fisico: peso 67 kg, estatura 167 cm (DP+0,62), IMC
24Kg/m?, pelos axilares, pubianos e mamas (estadio V de Tanner), genitélia
externa feminina. Paciente negava casos semelhantes na familia e

consanguinidade parental.

Resultado da analise cromossémica por CGH-arrayna paciente 5

A andlise por CGH-array identificou na paciente 5 uma duplicacdo de 813 Kb no
Cromossomo 1, cujas coordenadas gendmicas foram:
arrf[GRCh37]1p31.1(78617051_79429792) x3. O segmento duplicado contém
quatro genes (PTGFR, IFI44L, IF144 e ADGRLA4), todos inteiramente contidos na
regido, com excecdo do ADGRL4 (Tabela 7).Nenhum destes genes foi
associado a doencas, segundo o banco de dados OMIM.

No DECIPHER ha descricdo de 18 CNVs que se sobrepdem a de nossa
paciente, sendo 13 delecbes e 5 duplicacbes. Dentre as duplicagdes, quatro
apresentam tamanho menor ao da duplicagcdo aqui detectada, e dentre as
delecdes, cinco delas sdo de tamanho inferior a CNV apresentada por nossa

paciente. Nao houve descricdo de quadros de IOP nesses referidos individuos.
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Paciente 11

A paciente 11 apresentou desenvolvimento dos caracteres sexuais
secundarios e teve menarca espontanea aos 12 anos; porém aos 15 anos, teve
cessacao dos ciclos menstruais, associado a aumento das gonadotrofinas e
hipoestrogenismo: FSH 79UI/l (VN-3.5 a 12.5 UI/L), LH 38 Ul/l (VN-2.4 a
12.6UI/L), estradiol < 13 pg/ml (VN- 20 a 233pg/ml). Ao exame fisico: peso 50
kg, estatura 147 cm (DP-2,7), IMC 23Kg/m?, pelos axilares, pubianos e mamas
(estadio V de Tanner), genitélia externa tipicamente feminina. Além da baixa
estatura, essa paciente também apresentou palato ogival e encurtamento do
guarto metacarpo. Tem associado um quadro de hipotireoidismo primario, com
anticorpos anti peroxidase e anti tireoglobulina positivos. Negou fendtipos
semelhantes na familia, sem relato de infertilidade em parentes e também sem

consanguinidade parental.

Resultado da analise cromossdmica por CGH-arrayna paciente 11

Na analise por CGH-array foi identificada uma delecdo de 180 Kb no
cromossomo 2, arrffGRCh37] 2p23.1(31451382_31629439) x1. O segmento
deletado contém trés genes, a saber: XDH, EHD3, CAPN14. Apenas o EDH3
esta contido inteiramente na delecdo, os outros dois contidos parcialmente
(Tabela 7). O gene XDHfoi associado a Xantinuria tipol (OMIM #278300), uma
condicdo de heranca recessiva.

No banco de dados DECIPHER foram descritas 21 CNVs, que se sobrepdem a
da paciente 11, constituidas por 6 delecbes e 15 duplicacdes. Todas as CNVs
sobrepostas a encontrada na paciente 11 apresentavam um tamanho maior,
exceto uma delecdo. O fenotipo de baixa estatura foi descrito nos pacientes

portadores dessas CNVs e em nenhum deles foi relatado IOP.
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Paciente 13

Paciente procurou servico meédico aos 18 anos com queixa de amenorreia
primaria e auséncia de desenvolvimento mamario. Terapia de reposi¢cdo
hormonal feminina foi iniciada aos 19 anos. Ao exame fisico apresentava
estatura 152 cm (DP-1,8), desenvolvimento mamario ausente e de pelos
pubianos no estadio Il de Tanner, genitalia externa feminina, cubito valgo, palato
em ogiva, encurtamento do 4° metacarpo e hipertelorismo mamario. Paciente
nao apresentava déficits cognitivos ou de aprendizagem. Realizou os seguintes
exames laboratoriais: FSH 118 Ul/I (VN- 3.5 a 12.5 UI/L), LH 64 Ul/l (VN- 2.4 a
12.6UI/L), estradiol <10 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml), testosterona 24,6 ng/dl (VN-
30 a 60 ng/dl); ultrassonografia pélvica: utero 3,2x2,0x1,2 cm (volume uterino
4cm3), ovarios ndo visualizados (valores referéncia para menacme: utero 30 a
90 cm3, ovarios 3 a 10 cm). Fendtipos semelhantes na familia, casos de

infertilidade em parentes e consanguinidade parental ndo foram relatados.

Resultado da andalise cromossdmica por SNP-arrayna paciente 13

A andlise por SNP-array identificou uma duplicacdo de 146 Kb no
Cromossomo 22, cujas coordenadas gendmicas foram:
arr[GRCh37]22912.1(29353366_29499619) x3(Tabela 7). O segmento
cromossémico duplicado contém trés genes, a saber:C22orf31(inteiramente
contido na duplicacdo), e ZNRF e KREMEN1, com duplicacao parcial. O gene
KREMEN1é associado a Displasia Ectodermal 13, tipo cabelo/dente (OMIM
#617392), condicdo de heranca recessiva.

No banco de dados DECIPHER estdo descritos 13 pacientes com
duplicacéo e 14 pacientes com delecdo nessa regido. Dentre os individuos com
duplicacdes sobrepostas ao segmento duplicado da paciente 13, foram relatados
trés casos nos quais o hipertelorismo mamario faz parte dos achados clinicos e
um paciente portador de palato ogival, entre outros sinais. Em quatro pacientes
foram descritos sinais clinicos de diferencas do desenvolvimento sexual, como:
criptorquidismo, hipoplasia escrotal e hipospadia. No entanto, é importante

ressaltar, que todas as CNVs documentadas no DECIPHER sobrepostas ao
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segmento duplicado (22g12.1) na paciente desta coorte, tinham grandes

extensdes, maiores do que 300 Kb com contetdo de muitos genes.

Pacientes 15 e 16 (irmas)

Paciente 15 procurou servico meédico aos 23 anos com queixa de
amenorreia primaria e auséncia de desenvolvimento mamario. Ao exame fisico
apresentava desenvolvimento mamario ausente e pelos pubianos no estadio Il
de Tanner, genitalia externa feminina. Nao houve relato de atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor. Realizou os seguintes exames laboratoriais:
FSH 82,1 Ul/l (VN- 3.5 a 12.5 UI/L), LH 14,7Ul/1 (VN- 2.4 a 12.6Ul/L), estradiol
<13 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml); ultrassonografia pélvica: utero 4,8x0,7x2,0 cm
(volume uterino-3,5cm?), ovario direito 2,0 cm3, ovario esquerdo 1,8 cm? (valores
referéncia para menacme: Gtero 30 a 90 cms3, ovarios 3 a 10 cm3).

A paciente 16 procurou servico meédico aos 25 anos, com a mesma queixa
apresentada pela irma (amenorreia primaria e auséncia de desenvolvimento
mamario). Ao exame fisico apresentava desenvolvimento maméario ausente e
pelos pubianos no estadio Il de Tanner, genitalia externa feminina.Realizou os
seguintes exames laboratoriais: FSH 66,75 Ul/l (VN- 3.5 a 12.5 Ul/L), LH 10,40
Ui/l (VN- 2.4 a 12.6UIl/L), estradiol <13 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml);
ultrassonografia pélvica: Gtero 4,2x2,5x1,0 cm (volume uterino-5,5cm?3), ovario
direito 1,8 cm?3, ovario esquerdo 2,0 cm3 (valores referéncia para menacme: Gtero
30 a 90 cm3, ovarios 3 a 10 cmd).

As irmas sao fruto de um casamento consanguineo (pais primos de 1°
grau). Além das duas irmas néo foram relatados outros casos semelhantes na

familia.
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Resultado da analise cromossémica por SNP-array nas pacientes 15 e 16:

A analise por SNP-array identificou uma duplicacdo de 120 Kb no cromossomo
9, com as coordenadas gendmicas:arr[GRCh37] 9p24.1(6965885 7090261)x3.
No segmento duplicado estd presente o gene KDM4C, com duplicacao parcial
(Tabela 7). Esse gene nao é associado a doencas, segundo o banco de dados
OMIM.

No DECIPHER foram descritos mais de 100 CNVs que se sobrepdem a das
irmas, todas com tamanho maior aquela identificada nas pacientes 15 e 16. Duas
pacientes (402717e 409186) com fendtipo de IOP e outros trés pacientes com
disgenesia gonadal XY (396404, 396376 e 397228) foram relatados na base de
dados, porém todos os individuos descritosapresentavam delecdes, e de
tamanhos bem maiores a CNV apresentada pelas irmas.

4.3) PACIENTES COM CNVs CLASSIFICADAS COMO VUS, SEM
CONTEUDO GENICO E/OU COM GENES QUE NAO FORAM ASSOCIADOS
A FUNCAO OVARIANA: descricdo clinica e analise dos microarranjos

gendmicos.

Paciente 6

Paciente procurou servico médico aos 15 anos com queixa de amenorreia
primaria e auséncia de desenvolvimento mamario; iniciando o uso de reposicao
estrogénica aos 15 anos apoés investigacdo diagnostica. Ao exame fisico
apresentava estatura 169 cm, desenvolvimento mamario ausente e de pelos
pubianos no estadio Ill de Tanner, genitalia externa feminina, cubito valgo e
epicanto discreto. Um retardo mental leve foi observado na avaliagdo clinica.
Realizou os seguintes exames laboratoriais: FSH 95,9 Ul/l (VN- 3.5 a 12.5 UI/L),
LH 21,2 U/l (VN- 2.4 a 12.6UI/L), estradiol <13 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml).
Negou fenétipos semelhantes na familia, infertilidade em parentes e também

consanguinidade parental.
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Resultado da analise cromossémica por SNP-array na paciente 6

A analise por SNP-array identificou uma duplicacdo de 430 Kb no cromossomo
5, cujas coordenadas gendmicas foram arr[GRCh37]
5023.2(124700962_125131805) x3; uma regido cromossémica que ndo contém
genes (Tabela 7).

No DECIPHER foram descritas 25 CNVs que se sobrepbem a da paciente 6,
compostas por 5 duplicacbes e 20 delecdes. Todas as CNVs descritas na base
de dados apresentam tamanho maior que a da duplicacéo identificada na
paciente 6 e diferentemente com rico conteudo génico. A descricdo de
deficiéncia intelectual foi frequente nos pacientes relatados, porém nenhum

relato de IOP foi realizado.

Paciente 8

Paciente procurou servico medico aos 14 anos com queixa de amenorreia
primaria e auséncia de desenvolvimento mamario; iniciando o uso da terapia de
reposicdo hormonal feminina aos 15 anos apoés investigacdo diagnostica. Ao
exame fisico apresentava estatura 166 cm, desenvolvimento mamario ausente
e de pelos pubianos no estadio Il de Tanner, genitélia externa feminina, dentes
extranumerarios e manchas café com leite. Realizou os seguintes exames
laboratoriais: FSH 158 Ul/l (VN- 3.5a 12.5 Ul/L), LH 43 Ul/l (VN- 2.4 a 12.6UI/L),
estradiol <13 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml); ultrassonografia pélvica: atero com
volume de 3,22 cm?, ovario esquerdo nédo visualizado e ovario direito com volume
de 1,4 cm3 (valores referéncia para menacme: Utero 30 a 90 cm3, ovérios 3 a 10
cmi). Paciente negava a presenca de fendtipos semelhantes na familia,

infertilidade em parentes e consanguinidade parental.
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Resultado da analise cromossémica por SNP-array na paciente 8

A analise por SNP-arrayidentificou uma duplicacdo de 320 Kb no
cromossomo 7, cujas coordenadas gendomicas foram arr[GRCh37]
7p22.1(5749102_6065236) x3. O segmento duplicado contem 9 genes, a saber:
RNF216, ZNF815P, OCM, CCZ1, RSPH10B, RSPH10B2, PMS2, AIMP2,
EIF2AK1; todos contidos inteiramente nessa duplicacdo, com excec¢do do
RNF216 e EIF2AK1, que estdo parcialmente duplicados (Tabela 7).0
geneRNF216 foi relacionado a Ataxia Cerebelar e Hipogonadismo
Hipogonadotrofico (OMIM #212840) condicdo de heranca recessiva, 0 gene
PMS2foirelacionado a Cancer hereditario colorretal n&o-polipose tipo 4
(OMIM#614337) e também a Sindrome de Céancer Mismatch Repair (OMIM
#276300), condicdo de herangca recessiva, o gene AIMP2foi associado a
Leucodistrofia Hipomielinizante (OMIM #618006) condicao de heranca
recessiva; e por ultimo, o gene EIF2AK1foi associado a Leucoencefalopatia,
atraso motor, espasticidade e Sindrome Disartrica (OMIM #618878).

No DECIPHER foram descritas mais de 100 CNVs, que se sobrepdem a da
paciente 8, 41 duplicagbesforam relatadas. Cincodas CNVs descritas na base de
dados apresentam tamanho menor que a da duplicacao identificada na paciente
8. Nenhum paciente com IOP foi identificado nos pacientes relatadosna base de
dados.

Paciente 9

Paciente procurou servico médico aos 14 anos com queixa de amenorreia
primaria e auséncia de desenvolvimento mamario; iniciando o usoda terapia de
reposicdo hormonal feminina aos 16 anos, apos realizacdo de investigacéo
diagnoéstica. Ao exame fisico apresentava estatura 163 cm, desenvolvimento
mamario ausente e de pelos pubianos no estadio Il de Tanner, genitalia externa
feminina. Realizou os seguintes exames laboratoriais: FSH 86 Ul/l (VN- 3.5 a
12.5 UI/L), LH 34 Ul/l (VN- 2.4 a 12.6Ul/L), estradiol <13 pg/ml (VN- 20 a 233
pg/ml). Paciente negava a presenca de fenotipos semelhantes na familia,

infertilidade em parentes e consanguinidade parental.
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Resultado da analise cromossémica por SNP-arrayda paciente 9

A analise por SNP-array identificou uma duplicacdo de 240 Kb no cromossomo
X, cujas coordenadas genbmicas foram arrf[GRCh37] Xp22.33
(2031805 _2271484) x3. O gene DHRSXesta contido parcialmente na regido
duplicadaesegundo o banco de dados OMIM, esse genendo esta relacionado a
doencas (Tabela?).

No banco de dados DECIPHER foram descritas 93 CNVs, que se
sobrepfem a da paciente 9. A paciente 289882, apresenta uma duplicacdo de
245 Kb e o fendtipo descrito desta paciente inclui hipogonadismo

hipergonadotrdfico, insuficiéncia adrenal e diabete melito.

Paciente 10

Paciente procurou servigco médico aos 15 anos com queixa de amenorreia
priméaria e auséncia de desenvolvimento mamario; iniciando o uso de da terapia
de reposi¢cdo hormonal feminina apos realizacdo de investigacao diagnostica. Ao
exame fisico apresentava estatura 165 cm, desenvolvimento mamario ausente
e de pelos pubianos no estadio 3 de Tanner, genitalia externa feminina e
auséncia de estigmas. No decorrer do seu seguimento foi feito diagnéstico de
Doenca de Wilson e Ceratocone. Realizou os seguintes exames laboratoriais:
FSH 98 Ul/l (VN- 3.5 a 12.5 Ul/L), LH 38 Ul/l (VN- 2.4 a 12.6Ul/L), estradiol <13
pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml).

A irma da paciente também apresentou quadro de amenorréia primaria e
também é acompanhada em nosso ambulatério. Diferente da paciente 10, ela
ndo é portadora de Doenca de Wilson e ceratocone. Ela também foi avaliada
nesta coorte de estudo (paciente 28), porém néo apresentou CNVs raras nas
analises.

As irmas sao fruto de um casamento consanguineo (pais primos de 1°
grau). Além das duas irmas nao foram relatados outros casos semelhantes na

familia.
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Resultado da analise cromoss6mica por SNP-arrayda paciente 10

A analise por SNP-array identificou uma delecdo de 190 Kb no cromossomo
X, cujas coordenadas genOmicas foram arr[GRCh37] Xq21.31
(89691648 89878515) x1. A regido cromossdmica deletada ndo contém nenhum
gene (Tabela 7).

No banco de dados DECIPHER séo descritas 26 dele¢des sobrepostas a
essa regido, todas de tamanho maior a encontrada na paciente 10. Dentre as
descricdes, esta a paciente 265891, que apresentava uma delecdo de 80 Mb,
gue envolve iniomeros genes. A paciente descrita no banco de dados
apresentava IOP, associada a outros sinais clinicos como anormalidades do lobo
da orelha, palato ogival, encurtamento de quarto metacarpo, hipoplasia
hemifacial, estrabismo unilateral, atraso do desenvolvimento da fala e esteatose

hepética.

Paciente 12

Paciente procurou o servico médico aos 18 anos com queixa de
amenorreia primaria e auséncia de desenvolvimento mamario. Iniciou o usoda
terapia de reposicdo hormonal feminina aos 18 anos apos realizagcdo de
investigacdo diagnéstica. Ao exame fisico apresentava auséncia de
desenvolvimento mamario, pelos pubianos no estadio Ill de Tanner, genitalia
externa feminina, sem estigmas. Paciente negava a presenca de fendtipos

semelhantes na familia, infertilidade em parentes e consanguinidade parental.

Resultado da analise cromossdmica por SNP-array da paciente 12

A analise por SNP-array identificou uma delecdo de 180 Kb no cromossomo
10, cujas coordenadas gendmicas foram arf[GRCh37] 10p15.3
(992115 1168862) x3. A regido cromossdmica deletada contém 6 genes a
saber: WDR37, IDI2, IDI2-AS1, IDI1, GTPBP4, AX748285, todos contidos
inteiramente na regido duplicada, com exce¢cdo doWDR37, que esta

parcialmente duplicado (Tabela 7). O gene WDR37 foi associado a Sindrome
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Neuro-Oculo-Cardio-Genitourinaria (OMIM #618652), condicdo de heranca
dominante.

No banco de dados DECIPHER s&o descritas mais de 100 CNVs
sobrepostas a da paciente 12, dentre elas mais de 50 duplicacdes; todas elas de
tamanho maior a encontrada na paciente 12. Nenhuma descrigcdo de IOP foi

observada nos pacientes relatados na base de dados.

Paciente 14

Paciente procurou servico médico aos 15 anos com queixa de amenorreia
primaria e auséncia de desenvolvimento mamario. Iniciou o uso da terapia de
reposicdo hormonal feminina aos 15 anos apos realizacdo de investigacao
diagnéstica. Ao exame fisico apresentava desenvolvimento mamario ausente e
de pelos pubianos no estadio Il de Tanner, genitalia externa feminina. Realizou
0s seguintes exames laboratoriais: FSH 114 Ul/l (VN- 3.5 a 12.5 Ul/L), LH 33,9
Ui/l (VN- 2.4 a 12.6UIl/L), estradiol <13 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml);
ultrassonografia pélvica: volume uterino de 9,2 cm3, ovario esquerdo com volume
de 1,2 cm3 e ovario direito com volume de 1,4 cm3 (valores referéncia para
menacme: Utero 30 a 90 cm3, ovarios 3 a 10 cm?). Paciente é fruto de um
casamento consanguineo (pais primos de 1° grau) e nao soube referir sobre

outros fenétipos de IOP na familia.

Resultado da analise cromoss6mica por SNP-arrayda paciente 14

A analise por SNP-array identificou uma delecdo de 130 Kb no cromossomo 2,
cujas coordenadas genbmicas foram arr[GRCh37] 2023.3
(154541630 154674188) x1. A regido cromossdmica deletada ndo contém
nenhum gene (Tabela 7).

No banco de dados DECIPHER foram descritas 20 CNVs sobrepostas a da
paciente 14; todas elas apresentavam tamanho maior a da delecao identificada
na paciente desta coorte. Nenhuma descricdo de IOP foi observada nos

pacientes relatados na base de dados.
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Paciente 17

A paciente procurou servico médico aos 16 anos com gqueixa de amenorreia
primaria e auséncia de desenvolvimento mamario. Iniciou o uso de da terapia de
reposicdo hormonal feminina aos 16 anos apos realizacdo de investigacao
diagnéstica. Ao exame fisico apresentava desenvolvimento mamario ausente e
de pelos pubianos no estadio lll de Tanner, genitalia externa feminina;
apresentava cubito valgo e tinha um diagnostico de déficit auditivo. Realizou os
seguintes exames laboratoriais: FSH 89 Ul/l (VN- 3.5 a 12.5 UI/L), LH 28 Ul/I
(VN- 2.4 a 12.6UI/L), estradiol <13 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml); ultrassonografia
pélvica: volume uterino de 9,8 cms3, ovario esquerdo nao visualizado e ovario
direito com volume de 1,4 cm3 (valores referéncia para menacme: Gtero 30 a 90
cm3, ovarios 3 a 10 cm?3). Paciente ndo sabia referir sobre fenétipos de I0P ou

infertilidade na familia bem como de consanguinidade parental.

Resultado da analise cromossdmica por SNP-arrayda paciente 17

A andlise por SNP-array identificou uma delecdo de 120 Kb no cromossomo
11, cujas coordenadas gendmicas foram arf[GRCh37] 11g22.3
(103636307_103760085) x1. A regidao cromossdmica deletada contém o gene
MIR4693 completamente (Tabela 7). Esse gene ndo esta associado a doencas
segundo o banco de dados OMIM.

No banco de dados DECIPHER séao descritas 14 delecGes sobrepostas a
da paciente 17. Todas as CNVs relatadas no banco de dados apresentavam
tamanho maior do que a da paciente desta coorte. Nenhuma descricéo de IOP

foi observada nos pacientes relatados na base de dados.
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Paciente 18

Paciente procurou servico médico aos 14 anos com queixa de amenorreia
primaria e auséncia de desenvolvimento mamario. Iniciou o uso da terapia de
reposicdo hormonal feminina aos 15 anos apos realizacdo de investigacao
diagnéstica. Ao exame fisico apresentava desenvolvimento mamario ausente e
de pelos pubianos no estadio Il de Tanner, genitalia externa feminina. Realizou
0s seguintes exames laboratoriais: FSH 99,9 Ul/l (VN- 3.5 a 12.5 UI/L), LH 29
Ul/l (VN- 2.4 a 12.6UI/L), estradiol <13 pg/ml (VN- 20 a 233 pg/ml). A paciente
negava a presenca de fendtipos semelhantes na familia, infertilidade em

parentes e consanguinidade parental.

Resultado da analise cromossdmica por SNP-arrayda paciente 18

A analise por SNP-array identificou uma delecdo de 100 Kb no cromossomo
22, cujas coordenadas gendomicas foram arf[GRCh37] 22g12.3
(36614296 36716248)x3. Essa delecdo contém os genes APOL2, APOL1 por
inteiro e 0 gene MYH9esta parcialmente deletado (Tabela 7). O gene APOL2 foi
associado a Esquizofrenia (OMIM #181500) condicdo de heranca dominante, o
gene APOL1 foi associado a susceptibilidade a doenca renal diabética em
estagio final (OMIM # 612551) e a Glomeruloesclerose focal segmentar 4 (OMIM
#612551), e 0 gene MYH9foi associado a Surdez autossémica dominante 17
(OMIM #603622) e a Macrotrombocitopenia e Inclusdes de granulocitos com ou
sem nefrite ou com perda auditiva neurossensorial (OMIM #155100).

No banco de dados DECIPHER foram descritas 22 duplicacbes
sobrepostas a da paciente 18, duas delas de tamanho inferior a CNV aqui
relatada. Todas as CNVs relatadas no banco de dados apresentavam tamanho
maior do que a da paciente desta coorte. Nenhuma descricdo de IOP foi

observada nos pacientes relatados no banco de dados.
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5) DISCUSSAO

A implementacdo de novas tecnologias nas ultimas duas décadas, que
possibilitam a investigacdo do genoma inteiro, como 0s microarrays; tem
revolucionado a pesquisa diagndéstica na pratica clinica, com a identificacdo da
base de inUmeras doencas genéticas. Essas plataformas foram desenvolvidas
primeiramente como ferramentas na investigacdo de desequilibrios genémicos
em cancer, e paulatinamente foram substituindo os métodos citogenéticos
convencionais, tendo sido reconhecidas como um teste diagndstico de primeira
linha, para pacientes com deficiéncias de desenvolvimento e anomalias
congénitas, entre outras desordens complexas, que apresentam uma grande
heterogeneidade genética (Cheung SW e Bi.,2018)

No campo da endocrinologia, a utilizacdo da técnica de microarray em
coortes de mulheres com IOP, tem contribuido para que seja estabelecido um
diagnéstico etiologico, além da identificacdo de novos genes candidatos na
patogénese da doenca.( Aboura et al., 2009 ; Dudding et al., 2010 ; Ledig et al.,
2010 ; Ledig et al., 2010 ; Quilter et al., 2010 ; Knauff et al., 2011 ; McGuire et
al., 2011 ; Norling et al., 2014 ; Hyon et al., 2016 ; Jaillard et al., 2016 ; Tsuiko et
al., 2016;.Bestetti et al.,2019)

Em nosso estudo identificamos 19 CNVs raras em 75 pacientes avaliadas.
Mulheres com amenorréia primaria apresentaram uma prevaléncia maior de
CNVs raras (16 em 19 CNVs identificadas), em relagdo as pacientes com
amenorréia secundéria (3 em 19 CNVs identificadas). Similarmente, Tsuiko et
als, mostraram que o numero de CNVs raras foi inversamente proporcional a
idade de inicio da faléncia ovariana, numa coorte de 301 pacientes com IOP.
Esses achados sugerem que fendtipos mais severos de IOP, como 0os que
cursam com amenorréia primaria, tenham mais provavelmente uma origem
genética; do que os casos que se desenvolvem em uma idade maior e que
cursam como amenorréia secundaria.

Trinta e cinco por cento das CNVs em nossa coorte foram microdelegdes;
gue séo reconhecidamente desequilibrios que frequentemente causam doencas,
uma vez que determinam haploinsuficiéncia de genes contidos nas regifes

deletadas. As duplicacdes, que representaram 65% das CNVs raras, podem
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causar fenotipos alterados, por meio da perda de fungéo, ganho de fungéo,
tripossensibilidade e/ou desregulacdo de genes dentro ou perto da regido
duplicada. Enquanto as delecbes tem um efeito mais direto na estrutura
gendmica, as duplicacbes podem ter efeitos muito diferentes na funcéo do gene,
dependendo dos pontos de quebra e localizacdo dessa duplicacdo, além da
orientacao do segmento duplicado. (Newman et al, 2015).

Nessa coorte de pacientes brasileiras identificamos CNVs ja descritas
previamente em pacientes com IOP, caracterizando CNVs recorrentes, e regides
cromossOmicas potencialmente associadas a IOP ndo descritas ainda na

literatura

CNVs previamente relacionadas a |IOP

A delecdo de 1,7 Mb no 15025.2 identificada na paciente 2, envolve o
gene CPEB1 (Cytoplasmic Polyadenylation Element-Binding protein 1) um
regulador translacional, que tem importante papel nos estagios mais precoces
de diferenciacéo e desenvolvimento das células germinativas em camundongos.
Em modelos animais nocaute para esse gene observou-se um crescimento
normal até a vida adulta, porém com defeitos severos na funcao reprodutiva (Tay
e Ritchter, 2001). Em camundongos adultos fémeas nocaute para o Cpeb foram
encontrados ovarios vestigiais, desprovidos de odcitos, além disso, ndo foram
detectados complexos sinaptonemais nos ovarios desses animais (Welk et al.,
2001).

A delecéo da regido cromossémica 15925.2, que envolve o CPEB1, jé foi
previamente descrita em seis pacientes portadoras de IOP (McGuire et al.,2011,
Hyonet al.,2016, Tsuiko et al.,2016. Bestetti et al., 2019). A haploinsuficiéncia do
CPEBem humanos parece acelerar a perda de células germinativas durante a
vida reprodutiva determinando insuficiéncia ovariana (McGuire et al.,2011).

A regido 15025.2 deve ser considerada um l6cus especifico de IOP, ja
gue além de conter o gene CPEB1, envolve também o geneBNC1(Basonuclin
1)OMIM #618723, associado a fendtipo de IOP. A Basonuclina € uma proteina

zinc-finger encontrada em abundancia nos odcitos; sua deficiéncia prejudica a
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transcricdo mediada pela polimerase RNA | e Il, alterando a morfologia dos
odcitos (Ma et al.,2006).

Zhang et al., identificou variantes alélicas patogénicas no BNC1 emseis
pacientes portadoras de IOP. A analise por imunofluorescéncia de od0citos
humanos knockdownparaBNC1mostrou uma reducdo dos niveis de expressao
de BMP15 (Bone Morphogenetic Protein 15) e de PI3K-AKT, levando a inibig&o

da meiose em odcitos(Zhang et al.,2018).

CNVs envolvendo genes associados ao desenvolvimento folicular,

ovulacao e esteroidogénese

Localizacdo da CNV: 2937.3;
Gene candidato: PER 2 (Period Circadian Regulator 2)

A duplicacdo em 2g37.3 de 0,55 Mb identificada na paciente 4, contém o
genePER2(OMIM #604348)

Uma variante alélica missense no gene PER2 do reldgio biolégico foi
associado em humanos a Sindrome Familiar da Fase Avancada do Sono
(Familial advanced sleep phase syndrome -FASPS) (Toh et al.,2001).
Os genes PER2, BMAL1 (Brain and Muscle ARNT-likel), CLOCK (Circadian
Locomotor Output Cycles Kaput), PER 1 e 3 (Period Circadian Regulator 1 e 3)
e CRY 1 e 2 (Cryptochrome 1 e 2) compdem o “relégio molecular” existente na
maioria das células dos mamiferos. Os transcritos desses genes gerados em
niveis celulares, atuam por alcas de retroalimentacdo positivase negativas,
regulando as oscila¢cdes no metabolismo, niveis hormonais e expressdo génica
nas 24 horas do ciclo dia-noite (Kume K et al.,1999, Sciarra et al.,2020). Os
processos fisiolégicos que regem a fertilidade precisam estar adequadamente
sincronizados com o0 ambiente externo para garantir o sucesso reprodutivo.
Inimeros estudos em animais demonstraram a influéncia dos genes do ciclo
circadiano na regulacdo da fertilidade tanto masculina quanto feminina
(Kennaway et al.,2012).

A teoria da presenca de um “relégio ovariano” (figura 10) nas células

foliculares foi proposta para explicar a regulacéo do tempo de sensibilidade e/ou
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preparacao do foliculo pré-ovulatorio para coincidir com o pico de LH e promover
a ovulacao (Sellix,2015). Acredita-se que a expressao génica induzida pelo pico
de LH seja mediada por esse relégio circadiano ovariano (Sem and
Hoffmann.,2020). Shimizu et al.,2011 demonstrou que o knockdown do Per2 ou
do Clock mediado por um small interfering RNA (siRNA) nas células granulosas
bovinas causa um downregulation na expresséo do receptor de LH, sugerindo
gue a expresséao do receptor de LH seria diretamente regulada por esses genes
do reldgio circadiano. Os estudos em camundongosknockout para os genes Per
1 e Per 2 demonstraram um decréscimo significativo dos foliculos ovarianos e
um consequente declinio nas taxas de fertilidade desses animais (Zheng et
al.,2019).

Chen et al. confirmou a presenca das proteinas PER2 e CLOCK no
foliculo dominante antral, e a auséncia das mesmas nos foliculos primordiais,
primario e pré antral em humanos. Além disso, identificou a presenca de mMRNAs
de PER, CLOCK e BMAL1 em células granulosas luteinizadas humanas. Como
o foliculo dominante antral e o corpo luteo podem produzir hormonios esteroidais,
a expressao de genes circadianos nesses sitios indica um potencial efeito

desses genes na esteroidogénese do ovario humano (Chen et al.,2016).
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Figura 10: Interacdo das gonadotrofinas e genes do relégio biolégico (PER e BMAL1) na regulagéo da
expressao de genes criticos para o funcionamento ovariano normal.LHr: receptor LH, Cox2: ciclooxigenase
2, StAR: proteina reguladora aguda da esteredoigénese, 3b HSD: 3-beta deidrogenase hidroxiesteroide,
Cypl1A: enzima de clivagem do colesterol, Cypl9a: aromatase

Adaptado de Sen e Hoffmann.,2020

Localizagcao da CNV: 1p31.1;
Gene candidato: PTGFR (Prostaglandin Receptor F 2-alpha)

A duplicagdo em 1p31.1, de 0,81 Mb identificada na paciente 5, contém
entre outros o gene PTGFR.

Estudos em modelos animais do PTGFR indicam um importante papel na
das prostaglandinas e receptores na fisiologia ovarianae reprodutiva feminina
(Berisha et al. 2018; Trau et al. 2015).

A andlise da expressdo proteica utilizando as técnicas de PCR
guantitativo em tempo real e de imunofluorescéncia em ovarios de vacas
evidenciou que o padrdo de expressdao dos membros da familia de
prostaglandinas, PTGF (prostaglandin F2alpha) e PTGE (prostaglandin E2) é

influenciado pelo estagio de desenvolvimento dos foliculos, nas condi¢cdes pré e
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apos o pico de LH e no periodo pds ovulatério (corpo lateo inicial). O pico de LH
e 0 processo de ovulagédo influenciam a producdo da cicloxigenase, das
prostaglandinas sintases (PTGFS e PTGES), dos ligantes de prostaglandinas
(PTGF e PTGE) e também regulam a expressdo dos receptores de
prostaglandinas (PTGFR, PTGER2 e PTGE4). Assim, o pico de LH parece
induzir enzimas que modulam a producdo de prostaglandinas e de seus
receptores especificos nos foliculos pré-ovulatérios (Berisha el at,2019).

As prostaglandinas podem estimular a secrecdo de progesterona pelas
células foliculares, havendo um retrocontrole positivo entre a progesterona e as
prostaglandinas (Fortune JE.,1994). Além disso, Brigdes e Fortune (2007)
demonstraram que ambos, teca e células granulosas de foliculos pré-ovulatorios
séo alvos da PTGF e PTGE produzidos pelas células granulosas.

O processo de ovulacdo em vacas é dependente da producédo folicular

das prostaglandinas (Skarzynski et al.,2013).
O aumento significativo de todos os receptores de prostaglandina, incluindo o
PTGFR, logo apds a ovulacao (corpo luteo inicial), demonstra um importante
papel das prostaglandinas no processo de ovulacéo, luteinizagédo e formacao do
corpo luteo. Além disso, PTGF e PTGE podem suprimir a apoptose de células
esteroidogénicas e endoteliais no corpo Idteo bovino; corroborando para
hipotese que os membros da familia de prostaglandinas exercam um papel de
remodelacéo das células da granulosa e da teca interna, durante o processo de
ovulagéo (Berisha el at,2019).

O gene PTGFR estd altamente expresso nos tecidos do sistema
reprodutor  feminino  (Gtero, trompas de Fal6pio e  ovarios)
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000122420-PTGFR.

A duplicagédo apresentada pela paciente 5 contém todo o gene PTGFR,
condicdo que poderia gerar uma anormalidade na funcdo do mesmo, caso este
gene seja sensivel a efeito de dose. O fato de inimeros estudos em animais
evidenciarem a participacdo das prostaglandinas e PTGFR em processos
biolégicos ovarianos bem como sua alta expressdo nos tecidos gonadais
humanos, nos alerta para seu potencial papel nos disturbios da fertilizacdo e da

IOP em humanos, e que requer estudos complementares.
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CNVs envolvendo genes relacionados a odgenese e desenvolvimento

embrionario precoce

Localizagdo da CNV: 19q13.43;
Gene candidato: NLRP5 (Nucleotide-binding domain and leucine-rich

repeat-containing receptor protein 5)

A duplicacédo de 330 Kb no 19q13.43 identificada na paciente 7 contém
entre outros o gene NLRP5, membro da familia NLRP, o primeiro gene de efeito
materno descrito em ratos (Tong ZB.2000).

Em mamiferos foi demonstrado que durante o desenvolvimento folicular,
ocorre concomitantemente um incremento no volume dos odcitos de até 300
vezes, secundario ao acumulode uma quantidade substancial de proteinas e
RNAs maternos (Liu et al.,2006). O desenvolvimento embrionario inicial depende
guase inteiramente do material materno armazenado em macromoléculas uma
vez que a atividade transcricional é quiescente antes de haver a ativacao do
genoma zigotico (Zhu et al.,2015).

Em odcitos e em embrides em estagios iniciaisde ratos foi identificado um
complexo, denominado complexo materno subcortical (SCMC- subcortical
maternal complex), composto por pelo menos quatro proteinas, dentre elas o
NLRPS5 (primeiramente denominado em estudos animais como MATER-Maternal
AntigenThat Embryos Require), que foi originalmente identificado como um gene
antigeno-associado a um tipo de ooforite em camundongos (Tong and Nelson,
1999)

Os genes dos componentes do complexo materno subcortical (SCMC)
séo transcritos e acumulados durante a oogénese, mas parecem ter um papel
menor antes do desenvolvimento embrionario inicial. A interrupgéo de cépias de
genes que codificam o NLRP5 e as outras proteinas do SCMC, pode levar a
infertilidade feminina, com auséncia do SCMC e desenvolvimento embrionario
interrompido na fase de clivagem (Tong et al.,2000)

Docherty et al.,2015 estudoumutacdes do gene NLRP5 em mées de
individuos com Multilocus imprinting disturbance-MLID (esses pacientes

apresentavam manifestacdes clinicas heterogéneas, dentre elas: atraso do
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desenvolvimento, autismo, alteracbes de comportamento e sindrome de
Beckwith-Wiedemann; enquanto suas mées eram clinicamente saudaveis) e
evidenciou que variantes deletérias de efeito-materno do gene NLRP5,
acometeram 15% da coorte em questdo. Além disso, o estudo demonstrou
desfechos reprodutivos graves (entre eles multiplas perdas gestacionais e
periodos de infertilidade) nas mées com mutacdes bialélicas do NLRP5. N&o se
sabe ao certo, como essas mutacdes podem comprometer os o0citos.

Zhu et al.,2014 observou uma localizacdo anémala do NLRP5 em alguns
odcitos e zigotos derivados de fertilizagcBes in vitro que ndo obtiveram sucesso;
0 NLRP5 perdeu sua localizagao subcortical e estava difundido no citoplasma,
levando a uma interrupcdo do SCMC desses o006citos e parada de
desenvolvimento de embrides em estagios iniciais.

Mu et al., 2019 estudou um grupo de mulheres com recorrentes falhas em
fertilizagBes in vitro, devido parada precoce do desenvolvimento embrionario, e
encontrou 3 pacientes, advindas de 2 familias, carreando diferentes mutacdes
bialélicas no NLRP5. Duas, entre 3 irmas foram inférteis e ambas irmas inférteis
carreavam a mutacdo heterozig6tica composta: ¢.292C>T (p.GIn98*) e
€.2081C>T (p.Thr694lle); enquanto a terceira irma (fértil) ndo carreava nenhuma
mutacdo no NLRP5. A terceira paciente infértil, advinda de outra familia,
apresentou uma mutacdo heterozigética composta ¢.866G>A (p.Gly289Glu) e
€.3320C>T (p.Thrl107lle). Todas essas mutacdes levaram a perda de funcao.
Esse estudo evidenciou ainda, a alta expressdo do NLRP5 em odcitos humanos
e embribes em estagio precoce.

Um estudo foi desenhado para avaliar a expressao genica durante o inicio
da formacao de foliculo primordial em fetos humanos (por volta de 18 semanas
de gestacéo) e antes da concluséo de sua formacao (por volta das 27 semanas
de gestacao); esse foi o primeiro estudo a demonstrar a regulagcéo positiva de
inUmeros genes (muitos deles odcitos especificos), na formacdo do foliculo
primordial. Alguns genes, ja reconhecidamente associados a IOP, como o
FIGLA, SOHLH1, LHX8 e CYP19A1 tiveram sua expressao bastante aumentada,;
mas surpreendentemente o NLRP5 teve um aumento na expressao do transcrito
em 40 vezes, levando a conclusdo que o NLRP5 tem um papel fundamental na

formacéao do foliculo primordial (Fowler et al.,2008)
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Levando-se em consideracdo que a formacao do foliculo primordial esta
intimamente relacionada ao potencial reprodutivo da mulher (Skinner MK.,2005),
conclui-se que o NLRP5, é essencial na determinacéo da reserva ovariana em
mulheres (Fowler et al.,2008)

Considerando a alta expressao deste gene no tecido ovariano e as
alteracfes na funcéo de odcitos e seu papel na formacao do foliculo primordial,
o NLRP5 deve ser considerado um fator genético potencialmente envolvido nos
processos reprodutivos femininos e na IOP, potencialmente dependentes da
origem parental da alteragéo.

Localizacdo da CNV: 9p24.1;
Gene candidato: KDM4C (Lysine Demethylase 4C)

A duplicacéo de 120 Kb em 9p24.1 identificada nas irmas 15 e 16 contém parte
da sequéncia do KDM4C (Lysine Demethylase 4C), localizando-se um dos

pontos de quebra intragene.

Wang et al.,2009 demonstrou que a deplecdo do KDM4C em estagios
embrionarios precoces de camundongos (pré-implantacionais), leva a parada do
desenvolvimento embrionario antes do estagio de blastocisto. A deplecdo do
KDM4C causa ainda um down-regulation em genes pluripotenciais, como o
NANOG, POU5SF1 e SOX2.0s genes NANOG, POU5SF1 e SOX2 formam um
circuito regulador de pluripoténcia em células tronco embrionarias
indiferenciadas (Loh et al.,2007, Surani et al.,2007)

JWang et al., 2011, publicou o primeiro estudo que identificou uma mutac&o néo
sinbnima do POU5F1 numa paciente chinesa com IOP, sugerindo que mutacdes
nesse gene, podem aumentar o risco para esse fendétipo. Embora o papel do
POUS5F1 na foliculogénese seja desconhecido, sua re-expressdo no ovario do
recém-nascido parece ser essencial para estabelecer o potencial de
reprogramacdo do 6vulo. Propomos que a deplecdo do KDM4C pode interferir
na atividade do POU5F1, ja previamente relacionado com IOP; e ndo deve ser
descartada a hipotese de sua relagdo com o fenoétipo apresentado por essas

pacientes.
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CNVs contendo dgenes relacionados as células germinativas/

desenvolvimento ovariano

Localizacdo da CNV: 22q12.1;
Gene candidato: ZNRF3 (Zinc Finger and Ring Finger Protein 3)

A duplicacdo de 146 Kb em 22q12.1 identificada napaciente 13 contém o gene
ZNRF3dentre outros na regido.

Estudos em camundongos mostraram que o gene ZNRF3, uma ligase
ubiquitina E3, inibe a via de sinalizacdo WNT e é alvo direto da RSPO-1,
tornando-se importante na determinacao testicular em camundongos (Harris et
al.,2018). As R-espondinas em associacdo com receptores de superficie celular
LGRA4/5, promovem a sinalizacdo da WNT, por meio da ligacdo e sequestro
transmembrana das E3 ligases ubiquitinas ZNRF3 e RNF43. Essas duas
moléculas por sua vez inibem a sinalizacdo WNT via receptor Frizzled pela
degradacéo por ubiquitinagdo e aumento do turnover de membrana (Hao et
al.,2012)

A determinacdo sexual envolve interacdes antagonicas entre a via de
determinacao testicular (SRY-SOX9-FGF9) e a via de determinagdo ovariana
(RSPO1-WNT/B-catenina-FOXL2), cujos mecanismos moleculares ainda néo
estao totalmente esclarecidos. A sinalizacdo WNT/B-catenina € necessaria para
o desenvolvimento ovariano normal na gbnada embrionaria XX: a perda da
WNT4 ou Respondina-1 (RSPO1), afeta a estabilizag&o da B-catenina, podendo
resultar em reverséo parcial do sexo gonadal XX em camundongos e diferencas
do desenvolvimento sexual em individuos 46,XX, ou ainda virilizacdo em
humanos (Biason-Lauber et al.,2004, Vinio et al.,1999)

A duplicacéo apresentada pela paciente abrange parte da sequéncia do
ZNRF3, com um dos pontos de quebra sendo intragénico.

Embora com a técnica de SNP-array, ndo seja possivel determinar a localizagcédo

e orientacdo do segmento duplicado, especulamos que estacondicdo poderia
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determinar a haploinsuficiéncia do gene e repercussfes na funcdo, caso este
gene fosse sensivel a efeito de dose.

Na analise de probabilidade de tolerancia a variantes génicas com perda de
fungdo (Loss-of-function - LoF) utilizando o banco de dado GnomabD,
observamos para o gene ZNRF3 a classificagdo de extremamente intolerante a
haploinsuficiéncia (pLI = 0.99). Essa analise suporta a hipotese de que a
inativacdo de um dos alelos deste gene pode ocasionar fenétipos com impacto
negativo. Assim, a duplicacdo parcial de ZNRF3 surge como uma variante
candidata para o fen6tipo de nossa paciente, porem se impdem a realizacdo de

estudos complementares.

CNVs envolvendo genes associados a apoptose celular

Localizacdo da CNV: 2p23.1
Genes candidatos: XDH (Xanthine Dehydrogenase)
EHD3 (EH-Domain containing 3)

A delecdo de 0,18 Mb em 2p23.1 identificada na paciente 11 contém o
gene XDH (OMIM #607633#), relacionado a Xantinuria tipol. O XDH é um gene
relacionado ao estresse oxidativo e um dos principais alvos do Di(2-ethylhexyl)
phthalate (DEHP) (Liu and Li et al.,2018). O DEHP é comumente utilizado como
plastificante, amplamente utilizado na inddstria, em dispositivos médicos e em
utensilios domésticos. O descarte desses produtos contamina o meio ambiente
e é altamente prejudicial a saude humana (Kavlock et al.,2006).

O DEHP afeta varios processos durante o desenvolvimento ovariano.
Estudos in vitro, utilizando ovarios embrionarios de ratos, mostram que a
exposicado ao DEHP altera a primeira divisdo meidtica dos o0citos e aumenta a
apoptose do odcito, associado a reducao da expressao de genes especificos de
células germinativas (Liu and Li et al.,2017). A exposicdo ao DEHP durante a
maturacdo sexual em ratos, mostrou uma diminuicdo da esteroidogénese (por
apresentar um efeito disruptor no receptor estrogénico) e reducao na expressao

de genes envolvidos na sintese androgénica (Mu et al.,2015).



75

O XDH codifica uma xantina desidrogenase, que € um membro do grupo
das hidroxilases envolvidas no metabolismo oxidativo. Ou seja, essa proteina €
convertida em xantina oxidase (XO), que produz espécies reativas de oxigénio
(ROS); produtos que estao associados a dano no DNA e apoptose celular (Berry
and Hare.,2004). O estudo de Liu and Li et al.,2018, demonstra que a exposi¢ao
ao DEHP aumenta os niveis de XDH e consequentemente de ROS, com
aumento da apoptose em cultura de ovarios de ratos, além de uma diminuicao
significativa no nimero de od6citos.

Essa delecdo em 2p23.1 também contém o gene EHD3, que pertence a
uma familia de genes constituida por quatro genes paralogos altamente
homologos: EHD1, EHD2, EHD3 e EHD4 (Mintz et al.,1999). As proteinas EHD
desempenham varios papéis na transducédo de sinal, inclusive podem regular a
via de ativacdo Ras/MAPKinase (Tong et al.,2000). O EHD3 é uma proteina
intimamente relacionada com EDH1, com a qual se oligomeriza, e exibe um
padréo de distribuicdo subcelular semelhante apds a superexpresséo (Galperin
et al.,2002). EDH1 é expresso em tecidos e células que sédo estimuladas pelo
fator de crescimento insulin-like-1 (IGF-1). Estudos indicam que o EDH1
desempenha um papel supressorna via de sinalizacao do IGF-1 (Rotem-Yehudar
et al.,2001).

Na pesquisa para identificar novos genes associados ao desenvolvimento
do foliculo dominante em vacas; demonstrou que o EHD3 foi altamente expresso
nas células da teca de foliculos subordinados vs. foliculos dominantes (Zielak et
al., 2007).

Sabidamente os fatores de crescimento insulin-like desempenham um
papel importante no crescimento folicular, modulando a proliferacéo de células
da granulosas isoladamente e, em sinergismo com as gonadotrofinas,
promovendo a diferenciacdo das células foliculares (Poretsky et al.,1999). A
similaridade entre as sequéncias dos genes EHD3 eEDH1 € de cerca de 87%; o
gue indica que o EHD3 também possa desempenhar um papel supressor na via
de sinalizagéo do IGF-1, promovendo o crescimento e estimulando a apoptose
das células da teca. Zielak et al.,2007, demonstraram que os foliculos
subordinados tem mais mRNA para EHD3, determinando a fagocitose e

apoptose celular e regresséo do foliculo subordinado.
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Pelos dados disponiveis, os genes XDH e EDH1 parecem desempenhar
papéis importantes na fisiologia ovariana, e poderiam ser considerados genes
candidatos para etiologia do fenodtipo de IOP, embora seja necessario a

realizacdo de novos estudos que comprovem estas sugestoes.

CNVS envolvendo o cromossomo X

Aberracdes do cromossomo X sdo consideradas uma das principais causas de
IOP (Beke et al.,2013). Tsuiko et al., (2016) observou que grandes rearranjos
estruturais no cromossomo X e em autossomos foram identificados apenas
numa coorte com IOP e ndo nos controles estudados, sugerindo que esses
rearranjos possam impedir o pareamento cromossOomico normal na meiose,
levando a morte de células germinativas.

Quatro pacientes desta coorte apresentaram CNVs envolvendo o cromossomo
X.

A paciente 1 apresentou uma delecéo de 14,5 Mb em Xg27.22028, uma
duplicacdo de 41,4 Mb em Xq22.1927.1 e outra duplicacdo de 2,7 Mb em 20p13.
O contelido génico do brago longo do cromossomo X é sabidamente necessario
para a manutencao da fertilidade. Isso é claramente demonstrado na Sindrome
de Turner, onde ha perda parcial ou completa do cromossomo X (Oktay et
al.,2016). Varios estudos utilizando a técnica de microarranjos, reiteraram a
ocorréncia de uma frequéncia aumentada de IOP em pacientes que perderam
parte do braco longo do cromossomo X (Quilter et al.,2012, Mercer et al.,2013).
A regido critica do Xq para desenvolvimento e funcéo ovariana foi identificada na
regido de Xql13.3 a Xg27 (Therman et al., 1990)

A regido deletada do cromossomo X contém mais de 150 genes, entre
eles estdo os genes FMR1 e FMR2 contidos por inteiro nessa delecéo, estéo
sabidamente associados a IOP. A pre mutacdo do FMR1 é causa conhecida de
IOP (Fortufio e Labarta.,2014) e Murray et al., associou a microdelecdo do FMR2

a 1,5% dos casos de IOP na coorte que estudou (Murray et al.,1999)
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A regido duplicada do cromossomo X contém 300 genes, alguns deles ja
previamente associados a IOP: XPNPEP2 (X-prolyl aminopeptidase P 2,
membrane-bound) em Xq25, o COL4A6(Collagen type IV, alpha 6) em Xq22.3,
0 NXF5 (Nuclear RNA export fator 5) em Xg22.1 e o PGRMCI (Progesterone
receptor membrane componet I), localizado em Xg22-g24 (Qin et al.,2015).
Rearranjos do cromossomo X, tanto duplicacdes, quanto delecfes, causam
alteracOes na estrutura da cromatina e interrupcéo de alguns genes, o que pode
levar a um processo de inativacdo de genes ligados ao X, que normalmente
seriam ativos (Shelling AN, 2010).

Sugerimos que o quadro de IOP nessa paciente se justifica pela presenca
de um rearranjo complexo envolvendo os cromossomos X (Xq) e 20 (20p).
Segundo Sala et al. (1997), varios loci no cromossomo X séao requeridos em dose
dupla para o funcionamento ovariano normal; portanto a interrupgéo de alguns
genes por rearranjos estruturais (translocacdes X:autossomos e grandes
delecdes terminais), podem levar a perda de fungcdo dos mesmos. Infelizmente
nao tivemos mais acesso a paciente para a realizacdo de estudos
complementares, como a técnica de Hibridagéo in situ por Fluorescéncia (FISH),
gue pudessem comprovar nossa hipétese diagnostica.

A paciente 3 apresentou uma delecdo de 1 Mb em Xq13.2. Essa delecéo
envolve o centro de inativacdo do cromossomo X (XCI), que contém o gene XIST
(X Inactive Specific Transcript), que codifica um RNA ndo-codificante (INcCRNA),
de acao cis que reveste o cromossomo a ser silenciado. Esse processo resulta
no silenciamento de genes do cromossomo X; exceto em aproximadamente 15%
de genes, que escapam da inativacdo (Peterson et al.,2017). Esse mecanismo
assegura que o material genético de apenas uma copia do cromossomo X seja
expresso, promovendo um desenvolvimento saudavel. A auséncia do gene XIST
no cromossomo X impede a sua inativagdo, permitindo assim a expressao de
genes que seriam normalmente silenciados.

Hoon et al.,(2017) relata o caso de uma paciente com disgenesia gonadal
46,XX portadora de uma delecédo de 1,28 Mb em Xq13, regido que contém o
XIST e todos os elementos e genes que executam a regulagao cis relacionada a
inativacdo cromossdmica. No estudo observou-se que a inativagdo do

cromossomo X ndo afetado ocorria nas células carreadoras da delecéo,
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indicando que esse processo pode ser iniciado na presenca de apenas um XCI.
Os resultados de Hoon et al, indicam que mecanismos trans sao necessarios
para a inativacdo do cromossomo X, e que 0s elementos responsaveis estao
provavelmente localizados fora da delecdo. Portanto, pode-se supor que a
delecédo por si s, poderia justificar a disgenesia gonadal (Hoon et al.,2017).

O pareamento cromoss6mico completo do X parece ser um pré-requisito
para a viabilidade dos odcitos e para o desenvolvimento gonadal. DelecGes
envolvendo Xql13 podem prejudicar o emparelhamentocromossémico e causar
a atresia de odcitos, de acordo com os relatos de Therman e Susman (1990). Os
autores descreveram em pacientes com amenorréia primaria a presenca de um
ponto de quebra nessa regido cromossdémica (Therman e Susman; 1990).

Mutacbes na regido promotora do gene XIST foram associadas a
inativacdo ndo aleatoria ou distorcida cromossomo X (skewed XCI) em mulheres
de familias néo relacionadas. (Plenge et al.,1997).

Embora ndo exista consenso sobre a associacao da inativacao distorcida
do cromossomo X e IOP, varios autores relacionam a doenca a um padrdo de
inativagdo anormal do cromossomo X (Pu et al.; 2010; Brethericket al.; 2007;
Sato et al., 2004)

Miranda-Furtado et al. na avaliacdo de 46 pacientes portadoras de IOP
nao sindrémico e 75 mulheres controles observou que o fenbmeno de inativacao
distorcida do cromossomo X era mais frequente nas mulheres com IOP,
especialmente naquelas com distor¢do extrema (290%) presente em 15% das
mulheres da coorte (Miranda-Furtado et al.; 2018)

O real papel desempenhado pelos genes da regido Xql3 no
desenvolvimento ovariano ainda ndo esté totalmente claro, estudos futuros serao
necessarios para entender a associacao entre as dele¢cdes nessa regido e IOP.

Outras duas CNVs menores no cromossomo X foram identificadas nesta
coorte de pacientes. Uma microdelecdo de 0,19 Mb em Xg21.31, que nao
contém genes, identificada na paciente 10 e uma microduplicacdo de 0,24 Mb
em Xp22.33 na paciente 13, que contém o0 gene DHRSX

(Dehydrogenase/reductase, X-Linked), aparentemente nao relacionado a IOP.
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6) CONCLUSOES

1. A analise de regifes cromossémicas pela técnica de microarray permitiu
identificar 19 variantes genomicas raras em 18 mulheres portadoras de
IOP da coorte de pacientes selecionadas. A identificacdo de CNVs raras
foi mais frequentes em pacientes com fenotipo severo (amenorreia

primaria).

2. A técnica de microarray permitiu a elucidacdo diagnostica e dos
mecanismos patogénicos da IOP em 5 pacientes desta coorte
(considerando os critérios de CNVs patogénicas e provavelmente
patogénicas), corroborando para a proposi¢cédo dessa metodologia como

método de primeira linha na investigacao.

3. Em sete pacientes foram identificadas diferentes regides cromossomicas
contendo novos genes candidatos e potencialmente envolvidos em
mecanismos patogénicos e/ou em vias regulatérias do desenvolvimento,
manutencao e funcéo do tecido ovariano.

- Os genes candidatos associados a disfuncédo ovariana identificados
neste estudo foram PTGFR (1p31.1), XDH e EHD3 (2p23.1), PER2
(2937.3), KDM4C (9p24.1), ZNRF3 (22912.1), gene XIST (Xgl13.2) e
NLRP5 (19913.43), o qual despertou um interesse particular.

- Neste estudo associamos o gene NLRP5 a condicdo de IOP pela
primeira vez. Embora, ele ja tenha sido relacionado a infertilidade feminina
e implicado na formacé&o do foliculo primordial e no estabelecimento da
reserva ovariana em fetos humanos, nosso achado fortalece as
perspectivas de que variantes alélicas patogénicas no NLRP5 podem

representar uma nova causa de IOP.

4, A aplicacéo da metodologia de microarray se mostrou eficaz

no diagnostico etiologico da IOP, reforcando os dados disponiveis na
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literatura e confirmando a relevancia desse método no grande desafio, que

€ estabelecer as causas genéticas da insuficiéncia ovariana.
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7) ANEXOS

ANEXO 1: Historia clinica e exame fisico realizados na abordagem
diagnostica inicial de Insuficiéncia Ovariana Primaria, realizada no

Ambulatério do Desenvolvimento do HCFMUSP

HISTORIA CLINICA

Historia de intercorréncias gestacionais e dados gerais de
crescimento
Doencas e cirurgias prévias e uso de medicacfes

Presenca de consanguinidade

Presenca de fenétipo semelhante ao dos pacientes em irmaos
ou outros familiares

Idade de menopausa da mée, das irmas e de outras mulheres
da familia

EXAME FiSICO

Altura, peso, indice de massa corporal
Avaliacao do desenvolvimento puberal
Caracteristicas dismorficas

Avaliacdo da genitalia

Exame fisico geral

HCFMUSP: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo
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ANEXO 2: Avaliacao laboratorial e de imagem feitas inicialmente nas

pacientes com |IOP

EXAMES Avaliacéao

FSH, LH, estradiol Hipogonadismo hipergonadotrofico

Prolactina, TSH, T4livre, BHCG Exclusdo de outras causas de
amenorréia

Ultrassonografia pélvica Avaliar tamanho uterino e caracterizacéo
dos ovarios

Anticorpos anti 21-hidroxilase Afastar ooforite auto imune

Anticorpo anti TPO, anti TRG Avaliar outras doengas auto-imunes

Cariétipo com bandamento G Avaliar desordens cromossdmicas

Anti-TPO: anti peroxidase, anti TRG: anti tireoglobulina, T4livre:

tiroxina livre
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Anexo 3

Descricao da investigacao das pacientes do Grupo |- Pacientes com IOP
e Amenorréia Priméria que apresentavam ao exame fisico clitoromegalia sem
outros sinais de virilizacao, associada a valores elevados de testosterona sérica.

-Paciente 51: foi observada a presenca de clitoromegalia (2,8 cm) sem
outros sinais de virilizacdo, associada a valores elevados de testosterona sérica
(106ng/dl; valor referéncia sexo feminino dos 20-49 anos: < 12-48 ng/dl). A
paciente realizou ressonancia nuclear magnética pélvica, que néo visualizou
ovarios; houve supressdo dos niveis de testosterona com o0 uso de
dexametasona, a complementacdo da investigacdo da origem da
hiperandrogenemia esta sendo realizada.

-Paciente 66: foi observada a presenca de clitoromegalia (2,5 cm) sem
outros sinais de virilizacdo, associada a valores elevados de testosterona sérica
(146 ng/dl; valor referéncia sexo feminino dos 20-49 anos: < 12-48 ng/dl). Nesta
paciente a hiperandrogenemia foi supressivel com dexametasona e nao
supressivel com analogo de GnRH. Realizou também um teste de estimulo com
ACTH sintético, com resposta normal de incremento dos precursores hormonais
ao estimulo. Nos exames de imagem submeteu-se a ressonancia nuclear
magnética de adrenal, que ndo mostrou anormalidades, e a ultrassonografia
pélvica ndo conseguiu Vviasualizar os ovarios.O diagnostico de
hiperandrogenemia funcional sem defeito de sintese, de provavel origem adrenal

foi estabelecido.
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Anexo 4: Achados clinicos observados na coorte de 75 pacientes com IOP

ACHADOS CLINICOS Amenorréia Amenorréia Numero
Priméria Secundéria Absoluto
N=53 N=22 N=75 pacientes
Obesidade isoladamente 7 3 N=10
Obesidade e palato ogival 1 0 N=1
Obesidade e cubito valgo 1 0 N=1
Palato ogival e cubito valgo 1 1 N=2
Déficit cognitivo isolado 2 0 N=2
Clitoromegalia 2 1 N=3
Atraso DNPM, convulsoes, 1 0 N=1
dismorfismo facial, microcefalia,
erupcao dentaria incompleta
Cubito valgo, epicanto e retardo 1 0 N=1
mental leve
Sindactilia em pododactilos e palato 1 0 N=1
ogival
Dentes extranumerarios, manchas 1 0 N=1
café com leite, cubito valgo e palato
ogival
Encurtamento de 4° metacarpo, 1 0 N=1
baixa estatura e hipertelorismo
mamario
Encurtamento 4° metacarpo, 0 1 N=1
implantacao em tridente dos cabelos
na nuca e palato ogival
Cubito valgo e déficit auditivo 1 0 N=1
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