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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi identificar o numero de CGG no gene FMR1
em um grupo de mulheres que apresentam Insuficiéncia Ovariana Precoce (POlI,
Primary Ovarian Insufficiency) ou baixa reserva ovariana. Adicionalmente, avaliar
qual o alelo mais frequente no grupo estudado e promover a orientagdo e
aconselhamento genético das mulheres identificadas com mutag¢des no gene FMR1.
Material e Método: Foram convidadas a participar do estudo 52 mulheres com
diagnostico prévio de POI ou baixa reserva ovariana atendidas no ambulatorio de
gineco-endocrinologia do Hospital de Clinicas do Parana — HC/UFPR e em uma
clinica de reproducdo humana triadas em Curitiba-PR. Todas as participantes foram
testadas molecularmente para SXF através das técnicas de PCR-triagem e PCR
FragilEase. Resultados: Das 52 mulheres analisadas no estudo uma (1,9%)
apresentou alelo em pré-mutagéo e uma (1,9%) alelo na faixa intermediaria ou Zona
Gray. Os tamanhos de alelos mais frequentes encontrados foram de 28 repeticoes
CGG e 30 repeticbes de CGG. Conclusao: Sugerimos que o teste molecular para
SXF tenha um papel na compreensao da etiologia da insuficiéncia ovariana, assim

como na prevengao da transmissao da SXF.

Descritores: Sindrome do X-Fragil; Pré-mutacgao; Insuficiéncia ovariana precoce,
baixa reserva ovariana, gene FMR1



ABSTRACT

Background: The objective of this study was to identify the number of CGG in the
FMR1 gene in a group of women with Diminished Ovarian Reserve or Primary
Ovarian Insufficiency (POI). In addition, to evaluate the most common allele in the
studied group and promote the genetic counseling of women identified with mutations
in the FMR1 gene. Methods: Fifty-two women diagnosed with POI or diminished
ovarian reserve assisted the Gynaecology- Endocrinology ambulatory at the Clinic
Hospital of Parana - HC / UFPR and at a human reproduction clinic in Curitiba-PR.
All participants were molecularly tested for FXS using PCR-screening and FragilEase
PCR techniques. Results: The result of the 52 women analyzed in this study showed
that one (1.9%) premutation allele and one (1.9%) allele in the intermediate range or
Gray Zone. The most frequent allele found were 28 CGG repeats and 30 CGG
repeats. Conclusions: We suggest that molecular diagnose of FXS has a role in the
comprehension of the etiology of ovarian insufficiency and in the prevention of

transmission of FXS.

Keywords: fragile X syndrome, premutation, primary ovarian insufficiency,

diminished ovarian reserve, FMR1 gene
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1 INTRODUGAO

A Sindrome do X-fragil (SXF) é considerada a forma mais comum de
Deficiéncia Intelectual (DI) hereditaria e a segunda causa de DI de origem genética
(SALDARRIAGA et al., 2014), também associada ao autismo (YU; BERRY-KRAVIS,
2014). A SXF é causada na maioria das vezes pela expansdo no numero de
trinucleotideos Citosina-Guanina-Guanina (CGG) na regiao 5 nao traduzida (UTR,
Untranslated Region) do gene Fragile Mental Retardation 1 (FMR1) localizado no
cromossomo Xq27.3. Grandes expansdes nesta regido estdo associadas a
hipermetilagdo da regiao promotora do gene FMR1 e subsequente silenciamento da
transcricdo do gene e auséncia da Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP). A
FMRP é uma importante proteina envolvida no desenvolvimento de neurbnios. A
perda de expressdao da FMRP causa uma série de manifestagcdes fenotipicas e
comportamentais associadas a SXF (ZHANG et al., 2019).

Outras causas menos frequentes como delecdes ou mutacdes pontuais no
gene FMR1 também podem causar a SXF (RZONCA et al., 2016).

A classificacdo dos individuos para a SXF é feita pelo numero de repetigcdes
de CGG, considerando-se como individuos normais, os que apresentam numero
inferior a 45 repeticdes, individuos intermediarios ou “Zona Gray”, os com 45 a 54
repeticoes, individuos pré-mutados, aqueles com 55 a 200 repeticdes e individuos
com mutagao completa (afetados), os que apresentam mais de 200 repeticbes CGG
(MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).

A pré-mutacdo esta assoaciada a duas condigdes clinicas bem
estabelecidas: a Insuficiéncia Ovariana precoce associada ao X-Fragil (FXPOI,
Fragile X-associated Primary Ovarian insufficiency) e a Sindrome de Tremor/Ataxia
associada a X-Fragil (FXTAS, Fragile X Associated Tremor/Ataxia Syndrome), assim
como outras comorbidades clinicas e psiquiatricas (MILA et al., 2018). A
Insuficiéncia Ovariana Precoce (POI, Primary Ovarian Insufficiency) é caracterizada
por irregularidade ou auséncia dos ciclos menstruais antes dos 40 anos de idade e
acomete aproximadamente 1% das mulheres na populagdo em geral. A pré-mutacao
no gene FMR1 é responsavel por 2 a 11% de POI e representa uma das causas
genéticas mais conhecidas de POI (HIPP et al.,, 2016; LAWRENCE M. NELSON,
2009).
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Alelos em pré-mutacdao sio instaveis, quando transmitidos pela meiose
materna, correm o risco de expandirem para mutagdo completa nas geragoes
subsequentes (BIANCALANA et al., 2015). A mutacao completa é associada a
deficiéncia intelectual, autismo e caracteristicas dismorficas como face alongada,
orelhas e mandibulas proeminentes, pés chatos, dentre outras (LOZANO; ROSERO;
HAGERMAN, 2014; RAJARATNAM et al., 2017).

O American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e
American Congress of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) recomendam que
seja feito teste para diagnostico da SXF em individuos que apresentam DI, autismo,
atraso no desenvolvimento, familiares com historico de SXF ou deficiéncia intelectual
nao diagnosticada, ataxia cerebelar, mulheres com POI, baixa reserva ovariana e
infertilidade (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). O diagnéstico preciso da SXF
€ de grande importéncia, pois possibilita o aconselhamento das familias afetadas
sobre os riscos de recorréncia da doenga e as possiveis op¢des reprodutivas
(GUTIERREZ; BAJAJ; KLUGMAN, 2013)
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1.1 JUSTIFICATIVA

A sindrome do X-fragil € uma das causas da POl e de baixa reserva
ovariana. Esta descrito que ha uma elevada prevaléncia de mulheres portadoras da
pré-mutagdo para SXF na populacdo em geral. Hd um alto risco de recorréncia
familiar da doenca. A identificagdo de mulheres portadoras de pré-mutacédo para
SXF pode possibilitar o aconselhamento genético das familias afetadas e as

possiveis opgdes reprodutivas.

1.2 OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar o numero de CGG no gene FMR1 em um grupo de mulheres com

insuficiéncia ovariana precoce ou baixa reserva ovariana.

1.3 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Avaliar a frequéncia alélica da populagcao do estudo.
e Realizar a orientagédo e aconselhamento genético das mulheres identificadas

com mutacgdes no gene FMR1.



2 REVISAO DE LITERATURA
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2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 A SINDROME DO X-FRAGIL

A SXF é considerada a forma mais comum de DI hereditaria e é a segunda
causa mais frequente de DI de origem genética, superada apenas pela Sindrome de
Down (SALDARRIAGA et al., 2014). Além disto, a SXF é considerada uma das
principais causas genéticas do autismo (YU; BERRY-KRAVIS, 2014).

A SXF foi mencionada pela primeira vez em 1943 por Martin e Bell, através da
investigacdo da genealogia de uma familia com DI, ligada ao cromossomo X. Devido
a este motivo, ficou conhecida por muito tempo pelo nome Sindrome de Martin-Bell
(MURRAY et al., 1997). Em 1969 Lubs, utilizando técnicas de citogenética, detectou
em membros masculinos de uma familia com DI, um sitio fragil no final do brago
longo do cromossomo X, que foi denominado pelo autor, como cromossomo X
marcador (LUBS, 1969). No inicio da década de 90, foi constatado que o sitio fragil
em questdo se localizava no gene FMR1 situado no cromossomo X, mais
especificamente na regido Xq27.3 e correspondia a uma “mutagéo dinéamica” por
expansao de trinucleotideos CGG (VERKERK et al., 1991). Mutagbes dindmicas sao
caracterizadas por expansodes de diferentes tipos de sequéncia de trinucleotideos,

que sdo instaveis durante a transmiss&o genética (BENITEZ, 1999).

Atualmente, sabe-se que a SXF é causada em 99% das vezes por uma
expansao da sequéncia de trinucleotideos CGG, localizada na regiao 5 UTR do
gene FMR1, o outro 1% ¢é causado por dele¢des ou por mutagdo pontual no gene
(RZONCA et al., 2016).

2.2 GENE FMR1

O gene envolvido na SXF é denominado FMR1 (OMIM * 309550), e esta
localizado no brago longo do cromossomo X, regido Xq27.3. O FMR1 constitui-se em
17 éxons, de ~38 kb. O gene contém uma repeticdo de CGG polimdrfica na regido
5 UTR do éxon 1 e também apresenta uma ilha CpG localizada a 250 pb antes da

repeticdo de CGG (EICHLER et al., 1994a). O gene codifica uma proteina conhecida
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como Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP). A FMRP pertence a familia das
ribonucleoproteinas, que séo proteinas de ligagao a RNA envolvidas na localizagao
e traducao de RNA mensageiro neural (BASSANI et al., 2013). A FMRP possui um
conjunto de funcdes essenciais para a neuroplasticidade e o desenvolvimento de
neurénios (ZHANG et al., 2019). A perda da fungdo da FMRP afeta multiplos
estagios do desenvolvimento do cérebro e leva a consequéncias debilitantes da
cogni¢ao humana (COOK; NURO; MURAI, 2014).

2.3 CLASSIFICACAO SEGUNDO NUMERO DE CGG DOS INDIVIDUOS
PORTADORES DA SXF

O numero de repeticées da sequéncia de trinucleotideos CGG do gene FMR1
€ polimérfico na populagdo. O ACMG classifica os individuos para a SXF em
individuos normais (6-44 repeticbes de CGG) sendo 29-30 as repeticbes mais
frequentes na populagao, individuos zona gray (45 — 54 repeticbes de CGG)
individuos pré-mutados (55 — 200 repeticdes de CGG) e individuos com mutagao
completa maior de 200 repeticoes de CGG (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).

TABELA 1 - NUMERO DE REPETICOES DE CGG CLASSIFICADOS EM QUATRO CATEGORIAS

Numero de repeticoes de CGG Classificagao
6ad4 Normal
45 a 54 Intermediario / Zona Gray
55 a 200 Pré-Mutacao
>200 Mutacdo Completa (Afetado)

Em individuos com alelos normais, zona gray e pré-mutados, o gene FMR1 é
transcricional ativo e a proteina FMRP ¢é produzida. No entanto, quando o niumero de
repeticbes € superior a 200 repeticobes de CGG, a ilha CpG do gene FMR1 é
metilada. A metilagao silencia a transcricao do gene, e como consequéncia, nao ha
a producao da proteina FMRP. A proteina FMRP €& expressa em muitos tecidos,
mas € mais abundante no cérebro e no testiculo. Além da sua expressdo no corpo
celular neuronal, a FMRP também é detectada em dendritos e sinapses nervosas.
Os sintomas caracteristicos da sindrome parecem estar associados a deficiéncia da
proteina FMRP (BARASOAIN et al., 2016; VERKERK et al., 1991).
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FIGURA 1 - ESTRUTURA DO GENE FMR1 E DA PROTEINA FMRP.

Nota: O gene FMR1 esta localizado no cromossomo Xg27.3. O FMR1 é composto por 17 exons e &
caracterizado pela presenca de repeticdes instaveis da sequéncia CGG polimorfica na 5'UTR. Os
alelos normais tém 6 a 44 copias repeticdes de CGG, os alelos pré-mutados tém 55 a 200 repeticoes
de CGG e os alelos com mutacao total tém mais de 200 repeticoes de CGG. Enquanto que a
condicdo de pré-mutacdo causa a diminuicdo do nivel de FMRP (pontos azuis), a condicdo de
mutacao total esta associada a uma hipermetilagéo das repeticdes CGG e da ilha CpG a montante no
promotor FMR1, causando assim, o silenciamento transcricional do gene. FMRP é composto por um
sinal de localizagdo nuclear (NLS) e um sinal de exportacdo nuclear (NES), dois dominios de
homologia de ribonucleoproteina K (KH1-KH2), um aglomerado de residuos de arginina e glicina
(caixa RGG). Adaptado e modificado de (BASSANI et al., 2013).

2.4 PADRAO DE TRANSMISSAO DO NUMERO DE REPETICOES DE CGG

A transmissao da repeticdo de CGG é estavel em individuos normais, sem
nenhuma ou pouca variagdo no numero de repeticdes de geracdo para geragao.
Para os alelos intermediarios, subsequentes geragdes correm risco de receberem o
alelo com a pré-mutacao (NOLIN et al., 2003).

O risco de expansao da pré-mutacdo para a mutacdo completa ocorre
geralmente por transmissdo materna durante a meiose. A probabilidade de que a

expansao ocorra depende do numero de repeticbes de CGG e numero de
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interrupcdes Adenina-Guanina-Guanina (AGG) (YRIGOLLEN et al.,, 2012, 2014).
Tipicamente ha uma sequéncia de AGG entre cada 9 ou 10 repeticdes de CGG no
gene FMR1. Mulheres pré-mutadas que apresentam interrupgbes de AGG tém
menores riscos de expansao para a mutagcdo completa do que mulheres sem
interrupcdes AGG, pois essas interrup¢cdes aumentam a estabilidade e reduzem o
risco de expansdes (ARDUI et al., 2017; EICHLER et al., 1994b; SALDARRIAGA et
al.,, 2014). O menor tamanho de repeticdo expandido para mutagdo completa
registrado até agora, em uma unica geracado, foi de 56 repeticbes de CGG
(FERNANDEZ-CARVAJAL et al., 2009).

A transmissao paterna de pré-mutacdo para mutacdo completa é rara. Um
estudo apresenta um caso de transmissdo onde o genitor apresentava mosaicismo
de pré-mutacado e mutagao completa (88CGG / 134CGG repeti¢cdes) nas células do
sangue e células espermaticas. Normalmente, o homem pré-mutado passa para
suas filhas, somente alelos pré-mutados (ALVAREZ-MORA et al., 2017).

2.5 INCIDENCIA POPULACIONAL DA SXF

A prevaléncia geral da mutagdo completa para SXF é estimada em um
afetado para cada 4000 homens e uma afetada para cada 5000-8000 mulheres
(MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). Um estudo envolvendo 134.933 amostras
de mulheres de diversos grupos populacionais encontrou a frequéncia de 1:201
mulheres portadoras da pré-mutagdo (OWENS et al., 2018). Ja a frequéncia de
homens pré-mutados é estimada em 1:430 homens. A prevaléncia para alelos
intermediarios ou zona gray € de 1:66 mulheres e 1:112 homens (TASSONE et al.,
2012).

2.6 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS INDIVIDUOS PORTADORES DA SXF

As manifestagdes clinicas da SXF em individuos com mutagdo completa sao
diversas, embora alguns sintomas sejam considerados caracteristicos, tais como: DI
(leve a moderada), Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor (ADNPM) e
Transtorno do Espectro Autista (TEA), que podem ser acompanhados por

caracteristicas dismorficas especificas, como face alongada, orelhas proeminentes,
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prognatismo mandibular e macroorquidia nos individuos homens (SALDARRIAGA et
al., 2014).

Estudos recentes relatam que individuos com alelos dentro da zona gray ou
intermediaria apresentam fendétipos semelhantes aos encontrados em pré-mutacao,
incluindo insuficiéncia ovariana precoce, doenca de Parkinson, disturbio de
aprendizado e comportamento, disturbio de movimento e perda de memoria.
(DEBREY et al., 2016; HALL, 2014; STREULI et al., 2009).

A pré-mutacdo estd associada a duas condigbes clinicas: a Insuficiéncia
Ovariana Precoce associada ao X-Fragil (FXPO, Fragile X-associated Primary
Ovarian insufficiency) e a Sindrome de Tremor/Ataxia associado ao X-Fragil
(FXTAS, Fragile X-associated Tremor/Ataxia Syndrome). Diversos estudos também
mostram a relacdo entre alelos pré-mutados a outras manifestagdes clinicas, tais
como enxaquecas, depressao, ansiedade, hipertensdo, fibromialgia, neuropatia,
disfungdo da tireoide, dentre outras (AU et al.,, 2013; CAMPBELL et al., 2016;
HAMLIN et al., 2012; WHEELER et al., 2014).

2.6.1 FXPOI - INSUFICIENCIA OVARIANA PRECOCE ASSOCIADA A SINDROME
DO X-FRAGIL

A POI, anteriormente conhecida como Faléncia Ovariana precoce, é
caracterizada por irregularidade ou auséncia dos ciclos menstruais antes dos 40
anos de idade. O diagnostico € confirmado pelos niveis elevados de horménio
foliculo estimulante (FSH, Follicle-Stimulating Hormone) >40 U/l no sangue (QIN et
al., 2015). A POI acomete aproximadamente 1% das mulheres, na populagédo em
geral (LAWRENCE M. NELSON, 2009). Nao existem estudos no Brasil que mostrem
a prevaléncia da POI. A pré-mutagdo no gene FMR1 é responsavel por 2 a 11% de
POl na populagdo branca, representando uma das causas genéticas mais
conhecidas de POI (HIPP et al., 2016).

A Insuficiéncia Ovariana Precoce associada ao X-Fragil (OMIM# 311360)
afeta aproximadamente 16 a 24% das mulheres pré-mutadas (SULLIVAN; WELT;
SHERMAN, 2011). A FXPOI apresenta varios sinais clinicos, tais como: disfuncao

ovariana, incluindo menstruagdes irregulares, fases foliculares encurtadas, niveis
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elevados de FSH e baixos niveis de horménio anti-mulleriano (AMH, Antimeullerian
Hormone), baixa reserva ovariana, infertilidade e menopausa (STREULI et al., 2009).
A relacao entre o tamanho das repeticbes de CGG e a frequéncia de FXPOI nao é
linear. O maior risco para POl é entre alelos com 80 a 100 repeticbes CGG
(MAILICK et al., 2014).

Pesquisas realizadas no Brasil relacionaram a insuficiéncia ovariana
precoce com a pré-mutagdo no gene FMR1, através de um estudo com 101
mulheres portadoras da pré-mutacdo, das quais 14 tiveram menopausa precoce
(VIANNA-MORGANTE et al., 1999). Ja em outro, estudo também realizado no Brasil,
foram estudadas 58 mulheres com histéria SXF na familia. Destas, 19 eram
portadoras da pré-mutacéo e destas, 11 apresentaram menopausa precoce. Estes
dados corroboram a nogao de que as mulheres portadoras de alelos na faixa de pré-
mutagdo estdo sob alto risco de sofrerem de POl (MACHADO-FERREIRA et al.,
2004).

A literatura reporta que portadoras de pré-mutacdo para SXF apresentam
diminuicdo na reserva ovariana (SULLIVAN; WELT; SHERMAN, 2011). Diferentes
mecanismos foram hipotetizados para explicar a diminuigdo da reserva ovariana em
portadoras de pré-mutacdo. A baixa reserva ovariana descreve mulheres em idade
reprodutiva que apresentam menstruagao regular, cuja resposta a estimulagdo ou
fecundidade ovariana é reduzida em comparacdao com mulheres da mesma idade. A
reserva ovariana € avaliada por contagem dos foliculos antrais, medicdo dos
horménios FSH, estradiol e AMH (AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE
MEDICINE, 2015).

Como a frequéncia da pré-mutacédo para SXF é de aproximadamente 1:201
mulheres (OWENS et al.,, 2018), o reconhecimento da associacdo das
manifestagbes clinicas como diminuicdo na reserva ovariana e POl com a pré-
mutacdo no gene FMR1 é importante para identificar mulheres pré-mutadas, entre
as pacientes com infertiidade, com o objetivo de se fazer um aconselhamento
genético adequado e assim, diminuir os riscos de propagacdo da doenga nas

geragoes futuras.
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2.6.2 FXTAS - SINDROME DE TREMOR/ATAXIA ASSOCIADO AO X-FRAGIL

A FXTAS (OMIM # 300623) € uma doenca neurodegenerativa representada
principalmente por tremor de intengdo e ataxia cerebelar, que tende a ocorrer apos
os 50 anos de idade (HOYOS; THAKUR, 2017). Além da ataxia e do tremor, os
individuos com FXTAS também podem apresentar perda de memoaria a curto prazo,
déficits da fungao executiva, declinio cognitivo, parkinsonismo, neuropatia periférica,
fraqueza muscular proximal do membro inferior (JACQUEMONT et al., 2003). Esta
sindrome tem penetrancia de 40% em homens pré-mutados e entre 8% a 16% nas
mulheres pré-mutadas. A penetrancia mais baixa da FXTAS entre as mulheres pode
ser explicada pelo efeito protetor do segundo cromossomo X que nao tem a pré-
mutag¢ao (WILLEMSEN ROB, LEVENGA JOSIAN, OOSTRA, 2012). Até o momento,
ha poucos relatos sobre aspectos da FXTAS no Brasil (CAPELLI et al., 2010).

2.7 - DIAGNOSTICO PARA SXF:

Como os sinais clinicos da SXF sao semelhantes aos de outras doengas que
apresentam atraso no desenvolvimento; tais como transtorno do espectro autista,
déficit de atencgao, deficiéncia intelectual, infertilidade, entre outras, € necessaria a
confirmagéo diagnostica através do exame genético, com técnicas especificas para
a SXF, apresentadas na tabela 2.

As técnicas moleculares sao as mais utilizadas para diagnéstico da SXF. O
teste de triagem é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, Polimerase Chain
Reaction), que determina o numero de repeticoes de CGG e classifica individuos
como normais, zona gray e pré-mutados. Entretanto essa técnica tem limitagdes,
pois nao identifica pré-mutagcdes com alelos maiores de 100-150 repeticbes de CGG,
mutac&o completa, mulheres homozigotas e a presenga de mosaicismo (FILIPOVIC-
SADIC et al., 2010).

A técnica de Southern Blotting (SB) ainda é considerada o padrdo ouro no
diagndstico da SXF, pois permite detectar alelos maiores dificeis de alcangar por

PCR, fornece o estado de metilacdo do gene FMR1, diferencia mulheres com alelos
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homozigotos e detecta mosaicismo. No entanto, € um processo dispendioso e
demorado que requer uma grande quantidade DNA genémico (TASSONE, 2015).

Como alternativa a técnica de SB, varias estratégias de diagndstico baseadas
na técnica de PCR-gene especifico - FMR1 obtiveram sucesso nos ultimos anos
(FILIPOVIC-SADIC et al., 2010; RAJAN-BABU; CHONG, 2016) .

Os kits comerciais para diagnostico da SXF, disponiveis no mercado, seguem
o meétodo de amplificagdo da regido especifica do gene FMR1, seguida de
eletroforese capilar e analise de dados por meio de software especificos. Sdo menos
laboriosos que a técnica de SB e mais precisos com relacdo ao numero de
repeticdes de CGG. Além disso, € possivel identificar alelos normais, intermediarios,
pré-mutagdes, mutacdo completa, homozigose feminina, mosaicismos, padréo de
metilag&o e interrup¢des de AGG (CHENG et al., 2017).

TABELA 2 - DIFERENTES METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA O DIAGNOSTICO DE SXF

Alelos PCR - Convencional S. Blotting PCR -gene
especifico
Normais Sim Sim Sim
Intermediarios Sim Sim Sim
Pré-mutacao Sim Sim Sim
Mutagcao completa Nao Sim Sim
Metilacao Nao Sim Sim
AGG Néo Nao Sim
Mosaicismo Nao Sim Sim

Fonte: Adaptado de (TASSONE, 2015).

2.8 - ACONSELHAMENTO GENETICO

O ACOG, recomenda fazer uma triagem e aconselhamento genético em
mulheres e homens que apresentam ou tenham historia familiar de SXF, deficiéncia
intelectual, autismo, insuficiéncia ovariana precoce e niveis aumentados do
horménio FSH antes dos 40 anos, infertilidade ou ataxia cerebelar (MONAGHAN;
LYON; SPECTOR, 2013).
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Além disso, é importante que as mulheres portadoras da pré-mutagdo sejam
informadas da recorréncia familiar da SXF e as opg¢des reprodutivas disponiveis.
Algumas mulheres podem optar por nao ter filhos ou podem optar em adotar
(BIRCH; COHEN; TROLLOR, 2017). Ja outras podem considerar os tratamentos de
fertilizacao in vitro, incluindo o diagndstico genético pré-implantagdo (permitindo
testes genéticos de embrides, antes da implantacdo) (KIEFFER et al., 2015),
enquanto outras podem considerar o uso de 6évulos ou embrides doados (BIRCH,;
COHEN; TROLLOR, 2017).
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3 MATERIAL E METODO

O recrutamento das participantes e a coleta do sangue foram realizados no
ambulatério de Gineco-Endocrinologia do Hospital de Clinicas do Parana -
HC/UFPR e na Androlab Clinica de Reproducdo Humana, ambos localizados na
cidade de Curitiba — PR. As etapas de extragcdo de DNA e PCR foram realizadas no
Neurogene Laboratério, Floriandpolis — SC. As técnicas de PCR FragilEase™,
eletroforese capilar e analise dos resultados foram realizadas no Laboratério de
Imunogenética e Histocompatibilidade - Dep. de Genética — UFPR. A analise

laboratorial seguiu o fluxograma na figura 2.

Expansao de
alelos normais

<40 repeticdes
‘ de CGG
Amostras
(mulheres) E"‘"SET L »| PCR-Triagem
Sangue total Expansdo de um
tnico alelo e
\ 2loles — FraPEIJERase
| >40 repeticbes 9
de CGG

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA UTILIZADO NA ANALISE LABORATORIAL DO ESTUDO.

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi submetido, avaliado e aprovado pelo Comité de Etica do
Departamento de Tocoginecologia e pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital de Clinicas do Parana — HC/UFPR, em 20 de maio de 2017
sob o parecer nimero 2.074.159 e CAAE 65993417.0.0000.0096 (APENDICE 1).

Todos as participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE 2).
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3.2 CONSTITUICAO DA AMOSTRA

Foram convidadas a participar do estudo, 52 mulheres com diagnostico
clinico de POI ou baixa reserva ovariana, atendidas no periodo de junho de 2017 a
dezembro de 2018.

A confirmagao prévia da POl foi feita com duas medidas de FSH > 25 UI/L,
com intervalo minimo de quatro semanas, oligo ou amenorreia por pelo menos 4
meses (WEBBER et al., 2016). A reserva ovariana foi avaliada através da contagem
dos foliculos antrais, realizado por meio de ultrassonografia e dosagem sérica dos
hormonios FSH, estradiol e AMH (AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE
MEDICINE, 2015).

Os critérios de inclusdo foram: mulheres com diagndstico de Insuficiéncia
Ovariana Precoce ou com baixa reserva ovariana, com idades entre 20 a 40 anos,
que concordassem em participar do estudo, com a assinatura do TCLE.

Os critérios de exclusao foram: mulheres que no periodo do estudo
estivessem fazendo tratamento quimioterapico, portadoras de doencas autoimunes e

portadoras da sindrome de Turner.

3.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O sangue venoso das pacientes incluidas foi coletado em tubos com
anticoagulante EDTA. O DNA genbémico foi extraido de 300 pyl do sangue total
conforme protocolo do kit de extracdo Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega Corporation, Madison, WI, USA). O DNA foi quantificado através do
instrumento NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 e diluidos nas concentracdes
finais de 25-50 ng/pl e estocado a -20°C para posterior utilizagdo nas técnicas

moleculares de PCR e PCR FragilEase™.

3.4 PCR DE TRIAGEM INICIAL PARA ALELOS NORMAIS

Foi realizada PCR de triagem inicial em todas as 52 amostras. As  reacdes
de PCR foram conduzidas com 0s iniciadores C
(5’"GCTCAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTCCGGTI") e F
(5’AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCA 3’) descritos por (FU et al., 1991).
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O volume total da reacgéo foi de 30 pl, contendo os produtos do kit Expand Long
Template PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), utilizando o
tampao 2 e 1 U da enzima Taq, 500 uM dNTPs, 2,0 M de betaina (Betaine B0300,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0,33 uM de cada iniciador e 100 ng de DNA
gendmico. As reagdes seguiram os ciclos de temperatura a seguir: desnaturagao a
98°C por 10 minutos; 10 ciclos a 97°C por 35 segundos (desnaturacéo), 64°C por 35
segundos (anelamento), 68°C por 4 minutos (extensao); 25 ciclos a 97°C por 35
segundos, 64°C por 35 segundos, 68°C por 4 minutos, acrescendo a este ultimo 20
segundos a cada novo ciclo; e finalizado com extensdo a 68°C por 10 minutos. O
tamanho final esperado de cada produto da PCR é de 221 pares de bases
(excluindo as repeticoes de CGG) (SALUTO et al., 2005).

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%,
contendo 0,05 mg de brometo de etidio. A eletroforese ocorreu a 130 V por
aproximadamente 60 minutos em tampao TAE 1X e visualizado através de
transluminador ultravioleta (UVP, Upland, CA, USA). O tamanho dos fragmentos
obtidos, foram determinados utilizando como referéncia o marcador de peso
molecular de 50 pares de bases. Com o tamanho do fragmento em pares de bases é
possivel calcular o valor aproximado do numero de repeticdes de CGG através da
formula N° CGG = (bp-221/3) (SALUTO et al., 2005).
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FIGURA 3 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DE PRODUTOS DA PCR DE
TRIAGEM PARA PRE-MUTACAO DA SXF. MARCADOR MOLECULAR DE 50 PARES DE
BASES. COLUNAS 1, 2 E 5 MULHERES HETEROZIGOTAS COM ALELOS NORMAIS.
COLUNAS 3 E 4 MULHERES INCONCLUSIVAS. COLUNA 6 MULHER HETEROZIGOTA
COM UM ALELO NORMAL E OUTRO PRE-MUTADO.

Fonte: Os autores

3.5 PCR FRAGILEASE

A analise por PCR FragilEase™ foi realizada em amostras com resultados
de PCR que apresentaram apenas um unico alelo de tamanho normal ou um alelo
maior que 40 repeticbes de CGG. O mix da reacédo foi preparado com 15uL de
solucao tampao PCR, 2.6uL de diluente de amostra e 0,4uL de Taq Polimerase. Foi
utilizado 2uL de DNA (25ng/uL) em cada reagado. As amostras foram amplificadas
com uma etapa inicial de desnaturagao 95°C por 5 minutos seguida de 25 ciclos de

98°C por 35 segundos, 59°C por 35 segundos, 72°C por 4 minutos e uma etapa final
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de extensdo de 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR FragilEase™ foram
submetidos a Eletroforese Capilar (CE) utilizando o equipamento ABI 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) com capilares de 50 cm e polimero
POP-7 (Applied Biosystems). As amostras foram preparadas utilizando 2uL do
produto da PCR com 2uL de LIZ 1200 Size Standard (Thermo Fisher Scientific) e
11uL de Hi-Di Formamide (Thermo Fisher Scientific). Essas amostras foram
desnaturadas a 95°C por 2 minutos, seguidas de resfriamento a 4°C. As
configuragdes do aparelho ABI 3130 foram: 2.5kv/20 segundos de inje¢cao e 2800
segundos de corrida.

A interpretacdo dos resultados obtidos pela PCR FragilEase™ detectados
pela CE foram analisados com o auxilio do software GeneMarker V2.7.0
(SoftGenetics, LLC, State College, PA, United States). Para calcular o numero de
CGG das amostras montou-se uma curva de regressao linear, a partir de amostras
de referéncia com tamanhos de repeticoes CGG conhecidos. As indicagdes dos
genotipos seguiram as diretrizes da ACMG (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013).
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FIGURA 4 - EL,ETROFEROGRAMA PCR FRAGILEASE'". A) MULHER COM UM ALELO NORMAL
E OUTRO PRE-MUTADO B) MULHER HOMOZIGOTA.
Fonte: Os autores

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram planilhados com auxilio do programa Excel. As

analises estatisticas foram descritivas e feitas com o auxilio do programa Graph Pad




34

Prism 5.0. As variaveis continuas foram expressas como média * desvio-padrao. As

variaveis categoricas foram expressas em porcentagens.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir das analises das 52 amostras, pelas duas
técnicas de PCR, PCR de Triagem (PCR-T) e PCR FragilEase, foram definidos

conforme apresentado esquematicamente na figura 5.

Alelos normais
—=( <40 repeti¢cdes de CGG
N= 32

Amostras de DNA PCR - Triagem
N=52 N= 52

FIGURA 5. ESQUEMA PARA DEFINICAO DO DIAGNOSTICO DAS 52 AMOSTRAS

PCR FragilEase

»( > 40 repeticoes de CGG N=20

Em nosso estudo, todas as 52 participantes foram atendidas por terem
historia médica de infertilidade, sendo que 86,7% tinham diagndstico de baixa
reserva ovariana e 13,3% diagnosticadas com POIl. A média de idade das
participantes do estudo foi de 35,8 £ 3,97 anos. Dentre as pacientes, 17/52 (32,7%)
tinham menos de 35 anos, as demais tinham entre 35 a 40 anos. A distribuigcao das

idades esta representada no Grafico 1.
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GRAFICO 1 - DISTRIBUIGAO DAS IDADES DAS PARTICIPANTES DO ESTUDO.
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As caracteristicas clinicas da populacédo estudada estdo descritas na Tabela

3.

TABELA 3 - CARACTERISTICAS CLINICAS DAS PARTICIPANTES DO ESTUDO (N=52)

Proporgao (%)

Motivo da consulta
Infertilidade
Ancestralidade
Europeia

Negra

Japonesa

Libanesa

Historia familiar

POI

Deficiéncia Intelectual
Doenca Neurodegenerativa
Ciclo Menstrual
Regular

Irregular

Amenorreia
Dosagem de FSH
>25 mUl/ml

<25 mUl/ml
Dosagem de AMH
>1,0 ng/mL

<1,0 ng/mL
Dosagem de Estradiol
<20 pg/mL

>20 pg/mL

52/52 (100%)

38/43 (88,37%)
1/43 (2,32%)
1/43 (2,32%)
3/43 (6,98%)

13/52 (25%)
13/52 (25%)
5/52 (9,6%)

31/40 (77,5%)
8/40 (20,0%)
1/40 (2,5%)

8/30 (26,6%)
22/30 (73,4%)

4/33 (12,1%)
29/33 (87,9%)

5/30 (16,7%)
25/30 (83,3%)

POI= Insuficiencia Ovariana Precoce, FSH= Hormonio Foliculo Estimulante, AMH= Hormoénio anti-

mulleriano

Das 52 participantes analisadas no estudo, 50/52 (96,1%) apresentaram

alelos normais, entre 18 a 43 repeticbes de CGG. Duas pacientes (3,8%)

apresentaram mutag¢des no gene FMR1. Uma participante (1,9%) apresentou alelos

com (19/97 repeticbes de CGG) e foi classificada como portadora de pré-mutagéo

para SXF. No outro caso, encontrou-se alelos com (21/45 repeticdes de CGG) e foi

classificada como portadora de zona gray.



38

Entre as 50 amostras com alelos normais, 13 (26,0%) casos apresentaram
alelos em homozigose. A classificagdo e o numero de repeticbes de CGG das
amostras do estudo est&o representados na Tabela 4 (APENDICE 3).

Os tamanhos de alelos mais frequentes encontrados no estudo foram de 28
repeticoes CGG e 30 repeticdes de CGG respectivamente apresentados no Grafico
2.

30
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3 3 3 3

1 1 II II 1 II 1 1 1 1 1
0 [ . | | | | | |
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GRAFICO 2 - DISTRIBUICAO ALELICA DAS AMOSTRAS ESTUDADAS

Perfil Clinico da participante identificada com Pré-mutagao para SXF

A participante FRAX10-A tinha 40 anos de idade, apresenta-se em
amenorreia, com dosagens de FSH de 138,5 Ul/ml e Estradiol 3 pg/mL. O teste
molecular PCR-triagem detectou alelo acima de 40 repeticbes de CGG, para
confirmagao do resultado a amostra foi testada com a técnica de PCR FragilEase
que confirmou alelo na faixa de pré-mutacao (19/97 repeticdbes de CGG). Quando
entrevistada, a paciente ndao mencionou histéria familiar de POl e nem de doengas
neurodegenerativas. Relatou ter ancestralidade europeia e possuir dois filhos, um
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menino € uma menina, chamando aten¢cdo ao fato de o menino apresentar DI. A
menina ndo tinha manifestagdes clinicas sugestivas da SXF.

HEREDOGRAMA FAMILIA FRAX10-A

@
FRAX10-A

19 CGG/97 CGG
PRE-MUTADA

” !
O

FILHO (DI) FILHA (Assintomatica)
Nao testado Néo testada

homem [_] mulher pré-mutada @

mulher O

FIGURA 6. HEREDOGRAMA REPRESENTATIVO DA FAMILIA DA PARTICIPANTE PRE-MUTADA

Perfil Clinico da participante identificada com alelo na faixa intermediaria / Zona Gray

A participante FRAXS50-A tinha 37 anos, apresenta ciclo menstrual regular
com taxas de FSH 77,34 Ul/ml e AMH 0,07 ng/mL. O teste molecular PCR-triagem
detectou alelo acima de 40 repeticdes de CGG e foi confirmado com a técnica
FragilEase que confirmou alelo na faixa intermediaria (21/45 repeticbes de CGG). Na
entrevista, ela informou ter ancestralidade europeia e nao possuir filhos, mencionou

ter uma prima com Sindrome de Down e um primo com doenga neurodegenerativa.
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a SXF tem conseguido maior notoriedade nos meios de
comunicagcdo e na comunidade médica, principalmente por estar relacionada ao
autismo. Na area da saude da mulher, a associacédo entre a pré-mutagdo no gene
FMR1 é uma causa bem estabelecida de infertilidade devido a insuficiéncia ovariana
(GERSAK, 2003; SULLIVAN et al., 2005).

Em nosso estudo, investigamos 52 mulheres com historia de baixa reserva

ovariana ou POI e encontramos duas participantes com alteracbées moleculares no
gene FMR1. Uma (1,9%) com alelo pré-mutado e 1 (1,9%) com alelo intermediario.
Em outro estudo realizado no Brasil, analisaram 41 mulheres com POl e
encontraram 3 (7,3%) portadoras de pré-mutacédo e 2 com alelos intermediarios
(COSTA et al., 2006). A diferengca observada na frequéncia de mutagdes no gene
FMR1 entre os dois estudos, pode ser justificada pela ancestralidade dos grupos
estudados, dado que a literatura reporta diferencas na frequéncia de portadoras de
pré-mutacao entre diferentes grupos populacionais (OWENS et al., 2018).
Estudos realizados em outros paises mostram que a frequéncia de pré-mutacao em
mulheres com POI é variavel, na China a frequéncia encontrada foi de 0,7%, no Ira
3,3%, na Eslovénia 4,8% e na Italia 3,0% (ASADI et al., 2018; CHENG et al., 2017,
GERSAK, 2003; MAROZZI et al., 2000).

Em relacdo a idade das pacientes, a média foi de aproximadamente 35
anos, sendo similar a observada em outros estudos (GLEICHER; WEGHOFER,;
BARAD, 2009; STREULI et al., 2009). Cerca de um terco das pacientes tinham
menos de 35 anos. Embora o diagndstico de baixa reserva ovariana seja
estabelecido, a investigagdo da SXF em pacientes com infertilidade pode demorar
para ser feita, provavelmente pela SXF ainda ser subdiagnosticada no Brasil
(TEODORO et al., 2016).

Quando avaliamos os dados coletados, chama atencao a histéria familiar de
POI e de déficit cognitivo (25% para ambas situagdes). Tais achados podem estar
relacionados com a SXF, indicando a realizacao de testes moleculares.

A taxa de homozigose feminina encontrada no estudo foi de 26%, este
resultado € consistente com relatos da literatura que apresentam a homozigose
feminina como sendo >20% para um alelo normal (FILIPOVIC-SADIC et al., 2010).
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Apesar de alelos em homozigose serem frequentes na populagéo, a identificagéo
desses alelos € um desafio, pois nem todas as técnicas utilizadas para diagndstico
sdo capazes de detectar com seguranca o alelo homozigoto (JUUSOLA et al., 2012).

Os tamanhos de alelos mais frequentes encontrados nesse estudo foram de
28 repeticées CGG e 30 repeticoes de CGG. O numero de repeticdes da sequéncia
de trinucleotideos CGG é polimérfica e varia entre as diferentes populagdes do
mundo (PEPRAH, 2012). Os alelos mais frequentes encontrados na populacédo do
estudo foram 28 e 30 repeticdes de CGG. Este resultado pode ser comparado com
outros estudos realizados no Brasil, que encontraram frequéncia alélica de 30
repeticoes de CGG nas populagdes do Rio de Janeiro e Sao Paulo e alelos de 28 e
30 repeticdbes no estado de Santa Catarina (MINGRONI-NETTO et al.,, 2002;
QUEIROZ, MARIANA, 2007; SUCHAROV et al., 1999). Alelos com 29 e 30 copias
de repeticdes CGG sdo os mais comuns encontrados nas populagcdes de ancestrais
da Europa Ocidental (PEPRAH, 2012).

O teste molecular para SXF tem duplo papel em pacientes com POI ou
baixa reserva ovariana. O primeiro € determinar a provavel causa da insuficiéncia
ovariana e identificar portadoras de mutagdes no gene FMR1 (STREULI et al.,
2009). O segundo, uma vez identificada, pré-mutacao para SXF a portadora deve
receber aconselhamento genético para conhecer e discutir as consequéncias que tal
condicdo pode trazer para a paciente e seus familiares. As mulheres com tal
diagnostico enfrentam desafios fisicos e emocionais em suas vidas. O
hipoestrogenismo crénico resultante pode resultar em comprometimento da saude
O0ssea e aumento do risco cardiovascular (HOYOS; THAKUR, 2017). As questdes
neuropsiquiatricas incluem risco de desenvolvimento de sindrome do tremor / ataxia
associada ao X-Fragil, neuropatia, problemas musculoesqueléticos, aumento da
prevaléncia de ansiedade, depresséo e disturbios do sono, independentemente do
estresse de criar um filho com SXF e maior risco de depressao pés-parto (HOYOS;
THAKUR, 2017). Dessa forma, os médicos assistentes desempenham um papel
importante na supervisdo da saude de mulheres com pré-mutacdo da SXF. A
conscientizagdo desses riscos e a correlacdo das diversas manifestagcdes podem
auxiliar no diagnéstico precoce e na coordenagao dos cuidados para essas mulheres

e suas familias.
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A participante identificada em nosso estudo com pré-mutagao foi orientada
a procurar aconselhamento genético. Os membros da familia da portadora devem
ser informados sobre o riscos de herdar mutagbes no gene FMR1 e devem ser
informados sobre a possibilidade de realizar testes genéticos para SXF .

No caso da participante identificada como zona gray, apesar de nao
apresentar risco de transmissdo da mutagcdo completa para futuras geragdes, a
definigdo do diagndstico é igualmente importante, pois alelos em zona gray podem
apresentar fenétipos semelhantes aos encontrados em pré-mutagéao (HALL, 2014).

Em relagdo a metodologia laboratorial para o diagnostico da pré-mutacéo,
atualmente, recomenda-se que seja feito teste para SXF em pessoas que
apresentam DI, autismo, atraso no desenvolvimento, familiares com historico de SXF
ou DI ndo diagnosticada, ataxia cerebelar e mulheres com infertilidade
(MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). Muitos laboratérios utilizam a técnica de
PCR para determinar o numero de repeticdes de CGG. Entretanto, tal técnica
apresenta limitagbes, pois nao diferencia alelos homozigotos em mulheres e
dificilmente amplifica alelos maiores de 100-150 repeticdes de CGG (FILIPOVIC-
SADIC et al., 2010). Quando ha necessidade de complementagao diagnéstica, usa-
se a técnica de SB, que ainda é considerada o padrao ouro para diagnostico da SXF
pois detecta alelos acima de 150 repeticbes de CGG, mosaicismo e padrao de
metilacdo do gene FMR1. No entanto, esse € um método dispendioso, demorado e
requer uma grande quantidade de DNA genémico (JUUSOLA et al., 2012; RAJAN-
BABU; CHONG, 2016; TASSONE, 2015). Nos ultimos anos, foram desenvolvidos
kits comerciais baseados em PCR que simplificam o fluxo de trabalho no diagndstico
da SXF, que sao capazes de detectar mosaicismo, identificar mulheres homozigotas,
assim como quantificar com precisdo o numero de repeti¢gdes de (CGG) (FILIPOVIC-
SADIC et al., 2010; JUUSOLA et al., 2012; LIM et al., 2017). Tais kits visam facilitar
o diagnéstico da SXF, substituindo o SB pela maior facilidade na sua execugao
técnica. Em nosso pais, a principal limitagdo do uso dos kits comerciais para
diagndstico da SXF ainda é o alto custo, quando comparados a outras metodologias
baseada em PCR. Por esse motivo, ainda se utiliza o PCR como um teste de
primeira linha e se houver necessidade de complementagao diagndstica, recorre-se
aos kits FMR1 como teste de segunda linha por serem mais praticos e menos
laboriosos que a técnica de SB (MACPHERSON; MURRAY, 2016). Assim, para que
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0s kits comerciais se tornem comercialmente viaveis como testes de primeira linha, €
necessario que o custo seja reduzido. No decorrer do presente estudo, os autores
realizaram uma investigagdo comparativa entre as diferentes metodologias para o
diagnostico da SXF (APENDICE 5) e concluiram que o kit PCR FragilEase™, assim
como outros kits disponiveis no mercado, é eficiente para detectar as mutagdes no
gene FMR1 e também simplificar o fluxo de trabalho nos laboratérios que fazem o
diagndstico da SXF.

Os achados do nosso estudo mostraram que 3,8% das pacientes estudadas
tinham mutacgdes no gene FMR1. Diretrizes mundiais ressaltam a necessidade de se
investigar a pré-mutagéo para SXF em individuos que apresentam historia familiar
ou sinais clinicos sugestivo (MONAGHAN; LYON; SPECTOR, 2013). No nosso
entender, as repercussdes clinicas para as pacientes e familiares que possuam a
pré-mutacgao justificam a realizagdo do exame.

Cabe salientar que o custo por teste ainda € muito dispendioso para a maioria
da populacdo de um pais em desenvolvimento. Por outro lado, ainda ha muita
desinformagédo da classe médica sobre a disponibilidade do teste genético para
diagnéstico da SXF nos planos de saude e no Sistema Unico de Saude (ANS, 2013;
MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Assim, caso seja indicado, atualmente ha boas
ferramentas para o diagndstico preciso da SXF.

Nosso estudo apresenta limitagbes. Alguns exames (como o AMH) nao
puderam ser realizados em todas pacientes. Os dados familiares podem apresentar
viés de memoria. O numero amostral é reduzido e ndo permite estudo estatistico.

O envolvimento clinico em mulheres portadores da pré-mutagédo do FMR1
constitui atualmente um verdadeiro problema de saude na sociedade que deve ser
levado em conta. E importante ressaltar que, enquanto na SXF ha uma perda de
funcdo do gene FMR1, nas perturbagdes associadas a pré-mutagdo ha um ganho na
funcdo do mRNA do FMR1. Atualmente, muitos estudos melhoraram a compreenséao
da fisiopatologia da SXF e surgiram novas terapias direcionadas a prevenir ou
melhorar as manifestagdes da doenca (MILA et al., 2018).

A SXF tem sido mais discutida e apresentada na sociedade brasileira,
principalmente pela sua associagédo com deficiéncia cognitiva e autismo. Na questao
da saude da mulher, muito ainda temos que conhecer. Serdo necessarios estudos

de coorte para identificar a prevaléncia da pré-mutacédo na populagao brasileira e as
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consequéncias na saude das mulheres portadoras. Para a prevencdo da SXF, é
importante a pesquisa da pré-mutacdo do gene FMR1 em mulheres em fase fértil,
como analise pré-concepcional de rotina. Os avangos nos testes genéticos e a maior
disponibilidade representa uma ferramenta importante na prevengao e compreensao
da SXF.
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6 CONCLUSOES

. Foram identificadas 2/52 (3,8%) de pacientes com mutagdo no gene FMR1

no grupo de mulheres com POI ou baixa reserva ovariana.

. Os tamanhos de alelos mais frequentes encontrados foram de 28 repeticoes
CGG e 30 repeticoes de CGG.
. As pacientes identificadas com a mutacdo foram orientadas e receberam

aconselhamento genético.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.074.159

Apresentacdo do Projeto:
Avaliagdo de um novo método molecular para diagnéstico da Sindrome do X-Fragil em mulheres com
Insuficiéncia Ovariana Precoce

Objetivo da Pesquisa:

Determinar a eficiéncia e aplicabilidade de um novo método molecular para o diagnostico da Sindrome do X-
Fragil (SXF), comparando-se com as técnicas de PCR Pré-mutacdo (PCR-P) e Southern-Blotting (SB)
estudando mulheres com Insuficiéncia Ovariana Precoce (POI).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Nao serao realizados procedimentos além dos acordados previamente com os pacientes, descritos no
TCLE. Como o projeto envolve diagnéstico genético, isso pode gerar ansiedade em algumas das
participantes. Para diminuir esse desconforto todas as participantes receberdo dos pesquisadores,
explicagdes sobre a Sindrome do X-fragil.

Em um periodo de aproximadamente 6 meses, seja na consulta periédica no ambulatério, ou por marcagado
de consulta via telefone, as pacientes serao informadas por um membro da equipe do
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projeto se possuem ou ndo a mutacgdo (alteracao) no gene FMR-1.

Quando o exame for positivo, (constatada a alteracao) as pacientes “alteradas” serao orientadas por um
médico assistente quanto a tratamentos, opgdes reprodutivas e orientacao familiar. J& se o exame for
negativo, isso significa que as pacientes ndo correm o risco de passar a alteracdo para seus filhos.

A coleta de material sera realizada através da punc&o digital e posterior transferéncia para o papel cartéo
FTA. Complicagtes em virtude da coleta de sangue digital sdo raras e de pequeno porte, mas existe a
possibilidade de leve sensacao de dor no local decorrente da pungdo. Raramente, pode ocorrer infecgao
local. A recoleta deste material & necesséaria, em poucos casos, pela amostra ser inadequada para anélise.
-Beneficios A sindrome do X-Fragil & considerada a causa mais comum de deficiéncia intelectual (DI)
passada de pais para filhos, além de ser uma das causas da Insuficiéncia Ovariana Precoce (cessacgao da
menstruacdo antes dos 40 anos de idade). Devido & alta incidéncia de mulheres portadoras da pré-mutacéo
para SXF sem diagndstico na populagdo em geral e ao alto risco dessas mulheres passarem a sindrome do
X-fragil para seus filhos, o diagnéstico preciso da SXF é de grande importancia, pois possibilita a orientagéo
das mulheres portadoras e seus familiares quanto a tratamentos e possiveis opgdes reprodutivas,

prevenindo a transmiss@o do gene mutado (alterado) para as préximas geracgoes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trabalho prospectivo nao randomizado com importante interesse clinico

Consideracées sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Os termos de apresentagOes foram cumpridas

Recomendacgdes:

E obrigatorio trazer ao CEP/HC uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi aprovado,
para assinatura e rubrica. Apos, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma para
o participante da pesquisa.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:

N&o ha pendéncias ou inadequacdes

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuicoes definidas na Resolugao CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do
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Plataforma

asil

CNS, manifesta-se pela aprovagéo do projeto conforme proposto para inicio da Pesquisa. Solicitamos que

sejam apresentados a este CEP, relatdrios semestrais sobre o andamento da pesquisa, bem como

informac6es relativas as modificacbes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos

conhecimentos obtidos. Manter os documentos da pesquisa arquivado.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatérios semestrais dos

pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente & pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informactes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 852461.pdf 08:17:37 |
TCLE / Termos de |TCLEnew.docx 21/03/2017 |Renato Mitsunori Aceito
Assentimento / 08:17:18 |Nisihara
Justificativa de
Auséncia
Declaragao de Neurogene.pdf 14/03/2017 |Renato Mitsunori Aceito
Instituicao e 15:52:04 |Nisihara
Infraestrutura
Declaragdo de Labgenetica.pdf 14/03/2017 |Renato Mitsunori Aceito
Instituicao e 15:51:52 |Nisihara
Infraestrutura _ u
Declaragao de DTG.pdf 14/03/2017 |Renato Mitsunori Aceito
Instituicao e 15:46:57 |Nisihara
Infraestrutura
Folha de Rosto folharosto.pdf 14/03/2017 |Renato Mitsunori Aceito

15:46:34  [Nisihara
Declaragao de declaracoes.pdf 13/03/2017 |Renato Mitsunori Aceito
Pesquisadores 12:20:28 | Nisihara
Projeto Detalhado / |PROJETO.docx 12/03/2017 |CINTHIA RAMOS Aceito
Brochura 17:16:01
Investiqgador
Situagio do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
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APENDICE 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: AVALIACAQ DE UM NOVO METODO MOLECULAR PARA DIAGNOSTICO DA SINDROME DO X-FRAGIL
EM MULHERES COM INSUFICIENCIA OVARIANA PRECOCE

Investigadores: Prof.Dr. Renato Nisihara; Prof. Dr. Jaime Kulak Junior e Prof. Dra. Maria da Graga Bicalho

Email: renatonisihara@gmail.com; jaimekulak@gmail.com; mgbicalho@gmail.com

Local da Pesquisa: Ambulatdrio de Gineco-Endocrinologia = HC = UFPR

Laboratdrio de Imunogenética e Histocompatibilidade - Dep. de Genética — UFPR

Neurogene Laboratdrio — Florianopolis - SC
Telefones: Ambulatorio de Gineco-Endocrinologia: (41) 3360-7873 horario de atendimento 08:00 as 17:00 horas.
Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade: (41) 3361-1771 horario de atendimento 08:00 as 17:00 horas.
Neurogene Laboratdrio: (48) 3223-0229 horario de atendimento 08:00 as 17:00 horas.
Dr. Renato Nisihara — 41 999119572 celular
Dr. Jaime Kulak Jr. —41 999760320 celular
1) Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por um profissional de salde agora
denominado pesquisador. Para poder participar, &€ necessario que vocé leia este documento com atengdo. Ele pode
conter palavras que vocé ndo entende. Por favor peca aos responsaveis pelo estudo para explicar qualquer palavra
ou procedimento que vocé ndo entenda claramente.
2) O proposito deste documento é dar a vocé as informacBes sobre a pesquisa e, se assinado, dara a sua permissao
para participar no estudo. O documento descreve o objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou
desconfortos caso queira participar. Vocé sé deve participar do estudo se vocé quiser. Vocé pode se recusar a
participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem
aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolugdo no. 466/12 do Conselho Nacional de
Saude. Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.
3) A Sindrome do X-fragil € uma alteracdo no cromossomo X que pode causar a Insuficiéncia Ovariana Precoce (POI)
4) Algumas mulheres possuem a alteracdo, mas ndo apresentam a doenca. Essas pessoas correm o risco de passar a
modificagdo para seus filhos, gque poderdo apresentar os sinais clinicos da Sindrome do X-fragil.
5) Aproximadamente 20% das mulheres com a alteragdo possuem Insuficiéncia Ovariana Precoce. Mulheres com
infertilidade podem fazer o teste, que é realizado a partir da coleta de sangue do dedo da mulher, seguida de andlise
do DNA.
6) O objetivo do presente estudo é determinar a eficiéncia e aplicabilidade de um novo método molecular para o
diagnostico da Sindrome do X-fragil, comparando-se com outras técnicas moleculares estudando mulheres com
Insuficiéncia Ovariana Precoce (POI).
7) Voceé sera incluido no estudo se for Mulher (adulta) e for diagnosticada com Insuficiéncia Ovariana Precoce. Nao
participardo do estudo mulheres que estejam fazendo tratamento quimioterdpico, sofram de doencas autoimunes e

portadoras da sindrome de Turner.
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Rubrica Paciente:

Rubrica Pesquisador:




8) As participantes do estudo coletardo sangue através de uma picada no dedo. O risco de complicacdes em virtude
deste tipo de coleta sdo raras e de pequeno porte, mas existe a possibilidade de leve sensacdo de dor no local
decorrente da pungao.

9) Como o projeto envolve diagnostico genético, isso pode gerar ansiedade em algumas das participantes. Para
diminuir esse desconforto todas as participantes receberdo dos pesquisadores, explicacdes sobre a Sindrome do X-
fragil. Em aproximadamente 6 meses as pacientes, seja na consulta periodica no ambulatério, ou por marcacio de
consulta via telefone, as pacientes serdo informadas por um membro da equipe do projeto se possuem ou ndo a
mutacdo (alteracdo) no gene FMR-1.

10) Se o exame for positivo as pacientes serdo orientadas por um médico assistente sobre o significado desse
achado. Se o exame for negativo, isso significa que as pacientes n3o correm o risco de passar a alteracdo para seus
filhos. Em caso de dividas vocé podera perguntar ao médico assistente na consulta ou telefonar/enviar email para
os pesquisadores (nomes, telefones, email na primeira pagina).

11) Sua decisdo em participar deste estudo é voluntdria. Vocé pode decidir ndo participar no estudo. Uma vez que
vocé decidiu participar do estudo, vocé pode retirar seu consentimento e participacdo a qualquer momento. Se vocé
decidir ndo continuar no estudo e retirar sua participacdo, vocé ndo sera punido ou perdera qualquer beneficio ao
qual vocé tem direito.

12) Ndo havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no estudo.

13) Sua participacdo é voluntaria, portanto vocé ndo sera pago por sua participacdo neste estudo.

14) O investigador responsavel pelo estudo e equipe irdo coletar informagdes sobre vocé no prontudrio médico. Em
todos esses registros um codigo substituira seu nome. Todos os dados coletados serdo mantidos de forma
confidencial. Os dados coletados serdo usados para a avaliacdo do estudo, membros das Autoridades de Satde ou
do Comité de Etica, podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em publicacbes
cientificas sobre o assunto pesquisado. Porém, sua identidade ndo sera revelada em qualquer circunstancia.

Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questdo mais adiante com o médico do estudo.
15) Se vocé tiver outras dividas a respeito da Sindrome do X-fragil, pode procurar mais informacdes nos sites:

www.xfragilsc.com.br, www.xfragil.org.br , www.eudigox.com.br

16) Se vocé tem alguma divida com relacdo ao estudo, direitos do paciente, ou no caso de danos relacionados ao
estudo, vocé deve contatar o Investigador do estudo ou sua equipe (nomes, telefones, email na primeira pagina).

17) Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé pode contatar Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, pelo telefone: (41)
360-1041. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos e ndo cientificos que realizam a

revisdo ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

Rubrica Paciente:

Rubrica Pesquisador:
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DECLARACAQ DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste documento. Entendo
que eu sou livre para aceitar ou recusar, e que eu posso interromper minha participacdo a qualquer momento sem

dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o propadsito acima descrito

Eu entendi a informacdo apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para fazer perguntas e

todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma via assinada e datada deste Documento de Consentimento Informado.

Nome do paciente Assinatura Data

Nome do Investigador Assinatura Data
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APENDICE 3 - TABELA 4

TABELA 4 - CLASSIFICACAO E NUMERO DE REPETICOES DE CGG DAS AMOSTRAS
ANALISADAS

ID. AMOSTRA REPETIGCOES DE CGG CLASSIFICAGAO
Alelo 1 Alelo 2
FRAX1-H 20 CGG 27 CGG Normal
FRAX2-H 28 CGG 28 CGG Normal
FRAX3-H 28 CGG 28 CGG Normal
FRAX4-H 18 CGG 28 CGG Normal
FRAX5-A 28 CGG 30 CGG Normal
FRAX6-A 26 CGG 29 CGG Normal
FRAX7-A 28 CGG 29 CGG Normal
FRAX8-A 28 CGG 29 CGG Normal
FRAX9-A 26 CGG 29 CGG Normal
FRAX10-A 19 CGG 97 CGG Pré-Mutado
FRAX11-A 22 CGG 35 CGG Normal
FRAX12-A 26 CGG 30 CGG Normal
FRAX13-A 21 CGG 21 CGG Normal
FRAX14-A 26 CGG 28 CGG Normal
FRAX15-A 28 CGG 30 CGG Normal
FRAX16-A 26 CGG 29 CGG Normal
FRAX17-A 28 CGG 30 CGG Normal
FRAX18-A 28 CGG 28 CGG Normal
FRAX19-A 26 CGG 28 CGG Normal
FRAX20-A 26 CGG 28 CGG Normal
FRAX21-A 20 CGG 28 CGG Normal
FRAX22-A 28 CGG 28 CGG Normal
FRAX23-A 28 CGG 40 CGG Normal
FRAX24-A 21 CGG 27 CGG Normal
FRAX25-A 26 CGG 30 CGG Normal
FRAX26-A 30 CGG 43 CGG Normal
FRAX27-A 26 CGG 29 CGG Normal
FRAX28-A 26 CGG 28 CGG Normal
FRAX29-A 28 CGG 30 CGG Normal
FRAX30-A 30 CGG 30 CGG Normal
FRAX31-A 30 CGG 30 CGG Normal
FRAX32-A 26 CGG 28 CGG Normal

FRAX33-A 28 CGG 30 CGG Normal



FRAX34-A
FRAX35-A
FRAX36-A
FRAX37-A
FRAX38-A
FRAX39-A
FRAX40-A
FRAX41-A
FRAX42-A
FRAX43-A
FRAX44-A
FRAX45-A
FRAX46-A
FRAXA4T7-A
FRAX48-A
FRAX49-A
FRAX50-A
FRAX51-A
FRAX52-A

30 CGG
26 CGG
29 CGG
26 CGG
28 CGG
30 CGG
26 CGG
30 CGG
28 CGG
28 CGG
28 CGG
28 CGG
26 CGG
27 CGG
30 CGG
20 CGG
21 CGG
28 CGG
30 CGG

30 CGG
29 CGG
29 CGG
28 CGG
30 CGG
30 CGG
28 CGG
30 CGG
26 CGG
28 CGG
30 CGG
29 CGG
29 CGG
29 CGG
26 CGG
29 CGG
45 CGG
30 CGG
30 CGG

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Zona Gray
Normal

Normal
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APENDICE 4 - QUESTIONARIO

Projeto: AVALIACAO DE UM NOVO METODO MOLECULAR PARA DIAGNOSTICO DA SINDROME DO

X-FRAGIL EM MULHERES COM INSUFICIENCIA OVARIANA PRECOCE
QUESTIONARIO

DADOS DE IDENTIFICACAO

Nome completo do paciente:

Data de Nascimento: / / Estado Civil:

Endereco:

Cidade: Estado: CEP:

Telefone para contato: ( ) ( )

Etnia:

E-MAIL:

DADOS CLINICOS

Com qual idade obteve o diagnéstico de Insuficiéncia Ovariana Precoce?

Possui filhos biolégicos?

Ja teve abortos espontineos?

Possui casos de Insuficiéncia Ovariana Precoce na familia? ( )sim ( )ndo

Em caso positivo, grau de parentesco:

Possui casos de Deficiéncia Intelectual na familia? ( ) sim ( )ndo

Em caso positivo, grau de parentesco:

Possui casos de doenga neurodegenerativa na familia? ( )sim ( )ndo

Em caso positivo, grau de parentesco:

Possui consanguinidade familiar? ( )sim ( )ndo
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