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RESUMO

A Sindrome dos Ovérios Policisticos (SOP) é uma patologia endocrinolégica,
caracterizada por oligoanovulacdo e/ou anovulacdo, ovarios policisticos e
hiperandrogenismo. Os polimorfismos nos genes da via do metabolismo do folato
podem ocasionar mudancas nos padrbes de metilagdo do DNA e assim alterar a
regulacdo da expressdo génica. Além disso, essas variagfes genéticas também
podem causar hiperhomocisteinemia e levar a distirbios metabdlicos, como
dislipidemia, hiperlipidemia, resisténcia insulinica e doencas cardiovasculares,
consequéncias clinicas da SOP. O objetivo deste estudo foi investigar as variantes
genéticas do metabolismo do folato (MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G,
MTRR A66G e RFC-1 A80G), relacionadas com o desenvolvimento da SOP. A
casuistica incluiu 203 mulheres, 99 com SOP e 104 controles. As genotipagens foram
realizadas por meio da técnica de PCR-RFLP. A analise estatistica foi realizada por
andlises descritivas, analise univariada e modelo de regressdo logistica. Os
resultados foram apresentados em odds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95%
(IC — 95%). Foi considerado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). A distribuicdo da
frequéncia genotipica do polimorfismo A80G no gene RFC-1 apresentou diferenca
significativa entre os grupos (p=0,01). O haplétipo T-C dos polimorfismos C677T e
A1298C no gene MTHFR também apresentou diferenca entre os grupos (p=0,042),
com maior frequéncia no grupo controle. Na analise de modelos de heranca, houve
diferencas entre os grupos para o modelo Recessivo do polimorfismo A66G no gene
MTRR (p=0,035) e os modelos de Codominancia e Sobredominancia do polimorfismo
A80G no gene RFC-1 (p=0,049 e p=0,017, respectivamente). Os homozigotos
polimorficos (GG) do polimorfismo A66G no gene MTRR e o0s heterozigotos (AG) do
polimorfismo A80G no gene RFC-1 apresentaram diferencas estatisticas entre os
grupos, com maior frequéncia nos individuos controles. A analise multivariada
evidenciou que historico de SOP familiar esta mais frequentes em SOP, e ndo houve
associacdo entre os polimorfismos estudados e SOP. Na casuistica estudada, o
polimorfismo A80G no gene RFC-1 mostra diferengas entre casos e controles. O
haplétipo T-C do gene MTHFR, o homozigoto polimérfico do polimorfismo MTRR
A66G e o0 heterozigoto do polimorfismo RFC-1 A80G podem estar associados a

fatores de protecdo para a doenca. Entre os fatores de risco para a sindrome, o



historico de SOP familiar apresentam mais frequentes entre as mulheres com a

sindrome.

Palavras chaves: Sindrome do Ovario Policistico. Acido Félico. Polimorfismo

Genético.






ABSTRACT

The Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is an endocrinological pathology
characterized by oligo-anovulation and/or chronic anovulation, polycystic ovary and
hyperandrogenism. The genetic polymorphisms of folate metabolism pathways can
cause changes in the DNA methylation patterns and alter the regulation of gene
expression. Furthermore, these genetic variations can cause hyperhomocysteinemia
and can also lead to metabolic disorders such as dyslipidemia, hyperlipidemia, insulin
resistance and cardiovascular diseases, which are clinical consequences of PCOS.
The aim of this study was to investigate the genetic variants of the folate metabolism
(MTHFR C677T; MTHFR A1298C; MTR A2756G; MTRR A66G and RFC-1 A80G)
related with development of PCOS. The casuistic of this study included 203 women,
99 with PCOS and 104 controls. The genotyping was performed by PCR-RFLP. The
statistics analyses were performed by descriptive analyses, univariate analyses and
logistic regression model. The results were presented in odds ratio (OR) and
confidence interval of 95% (CI-95%), with a significance level of 5% (p<0.05). The
univariate analyses of genotypic distribution of the RFC-1 A80G polymorphism showed
significant difference between the two groups (p=0.01). The T-C haplotype MTHFR
C677T and A1298C polymorphisms showed significant difference between the groups
(p=0.042), which is more frequent in the control group. There were differences between
the groups in the recessive model of the MTRR A66G polymorphism (p=0.035) and
codominant and overdominant models of the RFC-1 A80G polymorphism (p=0.049
and p=0.017, respectively). The polymorphic homozygous (GG genotype) of MTRR
A66G polymorphism and heterozygous (AG genotype) of RFC-1 A80G polymorphism
showed statistic difference between the groups, which are most frequent in controls.
The multivariate analysis evidenced that family history of PCOS is more frequent in the
PCOS group (p=0.003) and there was no association between the polymorphisms
studied and PCOS. In the sample studied, the RFC-1 A80G polymorphism shows
differences between the cases and controls. The haplotype T-C C677T and A1298C
polymorphisms of MTHFR gene, the polymorphic homozygous of MTRR A66G
polymorphism gene and heterozygous of RFC-1 A80G polymorphism gene can be
associated with protective factors for the disease. About the risk factors for the
syndrome, the history of familial PCOS is more frequent between women with the

syndrome.



Key words: Polycystic Ovary Syndrome. Folic Acid. Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) foi descrita em 1935 pelos médicos
Leventhal e Stein, pela observacdo de mulheres que apresentaram um quadro de
amenorreia e ovarios policisticos (NANDI et al, 2014), e atualmente é uma das
endocrinopatias mais comuns nas mulheres em idade reprodutiva (COWAY et al,
2014). Sua etiologia ndo esté totalmente elucidada e estudos demonstram um padréo
de heranca multifatorial (DIAMANTI-KANDARAKIS et al, 2006; DUMESIC et al, 2015;
MERKIN et al, 2016; JONES; GOOZARDI, 2016).

As mulheres com SOP apresentam risco aumentado para diversas doencas,
determinadas pelos disturbios hormonais que se apresentam na sindrome. Varios
estudos ja demonstraram que mulheres com a sindrome podem desenvolver
distarbios metabdlicos (HUANG; COVIELLO, 2012; de LEO et al, 2016), obesidade
(LIM et al, 2012; CHEN et al, 2013, ORIO et al, 2016), diabetes mellitus (DM) (CHEN
et al, 2013; SIRMANS; PATE, 2014, ORIO et al, 2016), infertilidade, adenocarcinoma
de endométrio (BARTHELMESS; NAZ, 2014), complicag6es obstétricas (PALOMBA
et al, 2015) e também doencas cardiovasculares (KAO et al, 2013; NANDI et al, 2014,
ORIO et al, 2016).

Modificacdes na funcionalidade de vias metabdlicas podem desempenhar
papel relevante no desenvolvimento da SOP e alteracdes na via metabdlica do folato
podem estar implicados na etiologia ou prevaléncia da sindrome, principalmente pela
decorréncia de mudancas epigenéticas, como os padrdes de metilacdo do DNA (LI,
HUANG, 2008; XU et al, 2011; ILLIE; GEORGESCOU, 2015; YU et al, 2015;
PRUKSANANONDA et al, 2016) e a elevacdo de homocisteina que pode levar a
hiperhomocisteinemia (BADAWY et al, 2007; PALEP-SINGH et al, 2008;
SALEHPOUR et al, 2011; SEN et al, 2011).

O folato € uma vitamina do complexo B e atua em varios processos fisiologicos,
como sintese de purinas e pirimidinas, sintese de aminoacidos e processo de
metilacao (KANDI; VADAKEDATH, 2015; DESAI et al, 2016).

Polimorfismos nos genes que codificam as enzimas do metabolismo do folato
podem estar implicados no desenvolvimento de varias disfungbes no organismo,
principalmente em decorréncia das alteracdes de metilacdo do DNA (GALBIATTI et
al, 2012; KANDI; VADAKEDATH, 2015) e hiperhomocisteinemia (ROZYCKA et al,
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2013; NAZKIl et al, 2014; PETRAS et al, 2014) e assim contribuem nas manifestacoes
clinicas na SOP.

Considerando a relevancia do papel das enzimas envolvidas no metabolismo
do folato e a influéncia das alteracbes dessa via metabodlica em SOP, tornam-se
importante estudos de investigacdo de Polimorfismos de Nucleotideos Unicos (SNPs)
na doencga. A partir das evidéncias apresentadas, este estudo teve como objetivo
identificar os polimorfismos genéticos do metabolismo do folato (MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G e RFC-1 A80G) em SOP e uma
populacao controle.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da
UFTM sob namero de protocolo 1796. O estudo teve a participacdo de 203 mulheres
(99 com SOP e 104 controles). Os dados sociodemograficos e clinicos foram obtidos
por meio um questionario realizado com as pacientes, e os exames laboratoriais por
meio da consulta aos prontuarios médicos. O DNA gendmico foi extraido a partir do
sangue periférico, e as genotipagens foram realizadas por meio da técnica de PCR-
RFLP. A andlise estatistica foi realizada por meio de analise descritiva, univariada e
de regressao logistica. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).

Os SNPs podem ser bons indicadores biolégicos (biomarcadores) na avaliacéo
de alteracdes estruturais ou funcionais do organismo influenciando na etiologia ou
patogénese de doencas (SAAD et al, 2016; RATHER, DHAWAN, 2016).

Existem poucos estudos das variantes do genes do metabolismo do folato em
SOP. E na populacao brasileira, ainda ndo h& na literatura relatos de trabalhos sobre
esse tema. Portanto, as modificac6es epigenéticas do DNA e hiperhomocisteinemia
podem estar associadas com a etiologia, manifesta¢des clinicas ou com as patologias
associadas a SOP, e assim interferindo na saude e na vida da mulher.

Portanto, a avaliacdo desses polimorfismos podem auxiliar no entendimento
de como os fatores genéticos podem influenciar na etiologia e/ou patogénese da
sindrome, e ainda colaborar na prevengcdo e diagnéstico através de possiveis

biomarcadores para a doencga.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 Sindrome dos Ovarios Policisticos

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) € uma patologia endocrinologica
gue acomete mulheres em idade reprodutiva (COWAY et al, 2014), e foi descrita em
1935 pelos médicos americanos Irving Freiler Stein e Michael Leo Leventhal, onde foi
observado o quadro de amenorreia e ovarios policisticos (NANDI et al, 2014).

Entretanto, somente em 1990 o Instituto Nacional de Saude, nos Estados
Unidos (NIH), estabeleceu que o diagnéstico de SOP deveria ser baseado na
presenca de disfuncdo menstrual e hiperandrogenismo. Ja em 2003, no Consenso
de Rotterdam, pesquisadores europeus e americanos das Sociedades de Reproducéo
e Embriologia Humana da Europa e de Medicina Reprodutiva dos Estados Unidos
(ESHRE/ASRM) expandiram os critérios para o diagnéstico de SOP para pelo menos
duas de trés condi¢des: 1) oligoanovulagdo ou anovulagao; 2) hiperandrogenismo
clinico e/ou bioquimico e; 3) ovarios policisticos definidos pelo ultrassom, levando em
consideracdo a exclusdo de algumas endocrinopatias (DUMESIC et al, 2015;
PASQUALI et al, 2016). De acordo com os Critérios de Rotterdam, os ovarios
policisticos sdo uma das condi¢des isoladas no diagnéstico da SOP. A AES-PCOS
(do inglés: Androgen Excess Society — Polycystic Ovary Syndrome) em 2006, publicou
gue a hiperandrogenemia ou hiperandrogenismo clinico seriam critérios obrigatorios,
estabelecendo que para o diagnostico de SOP sdo necessarios as seguintes
condi¢cdes: 1) oligoanovulacdo e/ou anovulacdo ou ovarios policisticos e 2)
hiperandrogenismo clinico ou bioquimico (MARCONDES et al, 2011). O Quadro 1

sumariza os critérios de diagnostico de SOP de acordo com os Consensos ja

realizados.
Quadro 1- Condi¢bes para diagnostico de SOP segundo cada Consenso.
NIH ESHRE/ASRM AES-PCOS
1990 2004 2006
1)Disfuncéo Menstrual 1)Disfuncéo Menstrual 1)Disfungédo Menstrual
2)Hiperandrogenismo clinico | 2)Hiperandrogenismo clinico | 2)Hiperandrogenismo clinico ou
ou bioquimico* ou bioquimico* bioquimico**
3)Ovérios Policisticos 3)Ovdérios Policisticos

*Excluséo de outras doencas que apresentam hiperandrogenismo; ™ Condigéo clinica essencial para
diagndstico da sindrome.
Fonte: Moura et al, 2011.
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Atualmente, o Consenso de Rotterdam continua sendo o mais utilizado na
clinica médica para diagnodstico da sindrome e considera a analise dos seguintes
parametros: oligoanovulacdo e/ou anovulacdo crénica, hiperandrogenismo clinico
e/ou bioquimico e presenca de ovarios policisticos visualizados em ultrassonografia
(ROTTERDAM, 2004; MOURA et al, 2011; NANDI et al, 2014).

A oligoanovulagdo ou anovulagdo crénica em SOP € manifestada por
oligoamenorreia (menos que nove ciclos anuais) ou amenorreia (auséncia de
menstruacao). A disfuncdo da menstruacao pode ser causada a partir de estimulacéo
de estrogénio sem oposicdo e falta de progesterona devido anovulacao
(TRIKUDANATHAN, 2015). Em contrapartida, uma minoria de mulheres podem
apresentar ovulacdo, anormalidades androgénicas e distirbios metabdlicos menos
intensos, caracterizando uma variante da sindrome denominada SOP ovulatoria.
Cabe salientar que em adolescentes, alteracées menstruais e ciclos anovulatérios séo
comuns, podendo estar presentes em até 65% das garotas (MARCONDES et al,
2011).

Os sinais clinicos do hiperandrogenismo sédo caracterizados por hirsutismo,
acne, oleosidade de pele ou cabelo, em alguns casos alopecia androgénica
(TRIKUDANATHAN, 2015). O hiperandrogenismo bioquimico é avaliado por exames
laboratoriais para confirmagédo de excesso de hormoénios androgénicos, como
testosterona livre, globulina ligadora de hormoénios sexuais (SHBG, do inglés Sex
hormone-binding  globulin, sulfato de dehidroepiandrosterona (SDHEA),
androstenediona (DUMESIC et al, 2015). Cerca de 60% a 80% de mulheres com SOP
apresentam taxas elevadas de andrégenos, no qual a testosterona livre possui maior
representatividade entre os outros horménios e SDHEA pode estar elevado em 25%
das mulheres com a sindrome (MARCONDES, 2011).

Os ovarios policisticos sdo analisados por exame de ultrassonografia e
determinados pela presenca de 12 ou mais foliculos, medindo aproximadamente de 2
a 9 milimetros de didmetro ou aumento do volume ovariano maior que 10 mL
(ROTTERDAM, 2004). O inicio da fase folicular do ciclo (terceiro ao quinto dia do
ciclo) € o mais indicado para realizacdo do exame ultrassonografico, quando as
pacientes apresentam ciclo regular. Para as pacientes com disfuncdo menstrual, o
exame pode ser realizado aleatoriamente ou posterior a 3 ou 5 dias de sangramento
induzido por medicamento hormonal. Em relagé&o ao diagnodstico de SOP por exame

radiolégico dos ovarios policisticos, duas condicdes devem ser levadas em conta,
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aproximadamente 20% das mulheres com a sindrome ndo apresentam alteracdes ao
exame ultrassonografico; e mulheres sem a sindrome podem apresentar ovarios
policisticos devido outras causas, como outros distarbios por excesso de androgenos
gue néo caracterizam a SOP (MOURA et al, 2011).

O direcionamento do tratamento da SOP vai depender da clinica e também dos
resultados dos exames laboratoriais. O proposito do tratamento € reduzir os sinais
clinicos do hiperandrogenismo e minimizar as manifestacées metabdlicas da SOP. A
combinacdo da terapia medicamentosa (anticoncepcionais orais combinados,
antiandrogenos e/ou agentes sensibilizadores de insulina), mudancas do estilo de
vida, dieta balanceada e pratica de atividade fisica se tornam essenciais para o
tratamento da SOP e melhoria na qualidade de vida da mulher (YARAK et al, 2005;
LIM et al, 2016). Todas as praticas adotadas no tratamento da SOP também tem como
objetivo a manutencédo do peso ideal ou perda de peso, pois 0 excesso do mesmo
pode contribuir significativamente para desenvolvimento da sindrome (YARAK et al,
2005; LEGRO et al, 2012).

Estima-se que mundialmente, 5% a 20% das mulheres em idade reprodutiva
sdo afetadas pela SOP, porém essa prevaléncia pode variar dependendo do critério
de diagnéstico empregado, sensibilidade na avaliacdo dos fenétipos e também da
populacao pesquisada (AZZIZ et al, 2015; DUMESIC et al, 2015; BARBER et al, 2016).
Uma meta-andlise realizada em 2016, utilizou 24 artigos sobre prevaléncia da
sindrome em varios paises do mundo e verificou que as propor¢cdes de prevaléncia
da SOP de acordo com o critério empregado foi de 6% pelo NIH e 10% pelos
Consensos de Rotterdam e AES-PCOS. Quando foi avaliada a prevaléncia pelos
sinais e sintomas, as propor¢cdes foram: 13% para hirsutismo, 11% para
hiperandrogenismo bioquimico, 28% para ovarios policisticos e 15% para
oligoanovulacéo, e concluiu-se que os critérios de Rotterdam e AES-PCOS tornam a
prevaléncia de SOP similares e duas vezes mais elevadas que o Consenso do NIH, e
quanto aos sinais clinicos, a oligoanovulacdo é menos frequente na Europa, o
hirsutismo e hiperandrogenismo bioquimico possuem menores taxas na Asia, e a taxa
global dos ovarios policisticos foi 28% (BOZDAG et al, 2016).

No Brasil, uma pesquisa realizada em Salvador, Bahia, mostrou que a
prevaléncia de SOP na populacdo estudada foi de 8,5% quando empregados o0s

critérios de Rotterdam, e de 8,03% quando utilizados os critérios da NIH, nao
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evidenciando diferenga na prevaléncia da sindrome entre os dois consensos.
(GABRIELLI; AQUINO, 2012).

2.1.2 Comorbidades associadas a SOP

A SOP é uma desordem endocrinologica e tem sido associada a varias
doencas. Mulheres com SOP podem apresentar risco aumentado para disturbios
metabdlicos, incluindo sindrome metabdlica (HUANG; COVIELLO, 2012; de LEO et
al, 2016), obesidade (LIM et al, 2012; CHEN et al, 2013, ORIO et al, 2016), diabetes
mellitus (DM) (CHEN et al, 2013; SIRMANS; PATE, 2014, ORIO et al, 2016),
infertilidade, carcinoma de endométrio (BARTHELMESS; NAZ, 2014), complicacdes
obstétricas (PALOMBA et al, 2015) e também doencas cardiovasculares, como
arteriosclerose, doenga vascular tromboembolitica e hipertensédo arterial sistolica
(KAO et al, 2013; NANDI et al, 2014, ORIO et al, 2016).

A sindrome ndo é uma patologia que afeta somente a funcao reprodutiva, mas
também pode aumentar o risco para o desenvolvimento da Sindrome Metabdlica
(SM). As mulheres com SOP podem apresentar varios parametros que caracterizam
a SM, como obesidade e/ou obesidade central, risco para problemas cardiovasculares
e DM (INSENSER et al, 2013; OZEGOWSKA et al, 2016). Atualmente a SM é
determinada pela presenca de 3 dos 5 critérios: obesidade central; glicemia de jejum
= 100mg/dL; pressao arterial = 130 mg/dL; triglicerideos = 150 mg/dL e HDL < 50mg/dL
(para mulheres) (FERREIRA et al, 2011).

O ganho de peso e a obesidade central sdo caracteristicas comum da SOP, e
geralmente precedem o inicio dos ciclos anovulatorios. A gordura visceral esta
associada a resisténcia insulinica (RI) resultando em anormalidades reprodutivas e
endocrinolégicas (ORIO et al, 2016). A Rl e a disfuncdo das células beta do pancreas
s&o fatores de risco para DM 2 em SOP (MORAN et al, 2010; AVILA et al, 2014). O
excesso de secrecdo de andrégenos também pode contribuir para Rl em SOP
(HUANG; COVIELLO, 2012).

Um dos parametros avaliados para a SM é a obesidade, e esta presente em
cerca de 50% das mulheres com SOP, sendo um fator de risco a saude dessas
mulheres. A obesidade pode estar associada com o desenvolvimento das
manifestagdes clinicas, bioquimicas e de alteragbes de fatores metabdlicos da SOP

(CHEN et al, 2013). Muitas mulheres com SOP possuem maior massa de gordura
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visceral e subcuténea, e a gordura visceral pode estar correlacionada com o nivel de
Rl (HUANG; COVIELLO, 2012). Uma meta-analise mostrou que mulheres com a
sindrome tem elevada prevaléncia de sobrepeso, obesidade central e obesidade,
independente da idade, critério de diagndstico ou regido geografica (LIM et al, 2012).

A obesidade por sua vez pode influenciar para que as mulheres com SOP tenha
risco aumentado para desenvolver DM (CHEN et al, 2013; SIRMANS; PATE, 2014,
ORIO et al, 2016). Estima-se que a cada ano, mais de 2% das mulheres com SOP
tem risco de desenvolver diabetes. As pesquisas demonstram que mulheres com
SOP, ainda jovens, possuem elevado risco de desenvolver DM2 (MORGAN et al,
2012).

A SOP também aumenta o risco para infertilidade determinado pela
oligoanovulacéo ou a anovulacdo cronica (TRIKUDANATHAN, 2015). As mulheres
com a sindrome tem o processo de oogenése diferente das mulheres com ciclo
normal, essa condi¢do esté relacionada com as altera¢cdes nos hormdnios envolvidos
no processo de oogenése na SOP. As células da teca do ovério produzem andrégenos
para as células da granulosa adjacentes para assim ocorrer a conversao em estradiol,
todo esse mecanismo funciona em resposta a estimulacdo do Horménio Luteinizante
(LH) e insulina. Mulheres com SOP podem apresentar hiperinsulinemia, e o excesso
de insulina nos ovarios pode aumentar a resposta da granulosa pelo o LH, produzindo
maiores quantidades de androgenos. O excesso de LH também pode causar
maturacdo precoce das células da granulosa (BARTHELMESS; NAZ, 2014). A
obesidade, mudancas desfavoraveis do endométrio e a diminuicdo da capacidade do
desenvolvimento do odcito também sdo mecanismos que contribuem na inducéo da
infertilidade. (BARTHELMESS; NAZ, 2014; TRIKUDANATHAN, 2015).

O endométrio exposto de forma crénica ao estrogeno sem oposi¢cao pode
resultar em hiperplasia do endométrio devido a anovulacdo em SOP, fator que pode
aumentar risco de cancer endometrial (TRIKUDANATHAN, 2015). A progesterona €
um hormonio que pode proteger o endométrio quando estimulado por crescimento e
proliferacdo por estrogénio, e mulheres com SOP tem prologada exposicdo do
endomeétrio ao estrogénio sem oposi¢cao por consequéncia da anovulacao e possuir
insuficiéncia ou resisténcia a progesterona, aumentando o risco para o surgimento de
cancer endometrial (DUMESIC; LOBO, 2013). A obesidade, Rl e DM2 associadas a

SOP, séo fatores de risco para carcinoma endometrial (LI; SHAO, 2014). Alguns
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trabalhos evidenciam que as mulheres com SOP tem risco elevado para desenvolver
cancer endometrial (BARRY et al, 2014; GOTTSCHAU et al, 2015).

A incidéncia de complicacGes obstétricas em mulheres com SOP pode ser
resultante de uma série de fatores caracteristicos da sindrome, tais como, tratamento
para infertilidade, multiplas gravidezes, obesidade, RI e disfungdes metabdlicas. Uma
meta-analise mostra um aumento do risco de hipertenséo induzido pela gravidez ou
pré-eclampsia em mulheres com SOP (PALOMBA et al, 2015).

As doencas cardiovasculares, como aterosclerose, doenca vascular
tromboembolitica e HAS, podem apresentar-se com risco aumentado por
consequéncias da SOP (KAO et al, 2013; NANDI et al, 2014, ORIO et al, 2016). A
ocorréncia de obesidade, RI, dislipidemia, HAS e o hiperandrogenismo séo fatores
gue aumentam o risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares em SOP
(ORIO et al, 2016). Uma pesquisa realizada em 2016, com 239 mulheres com a
sindrome, ndo diabéticas, pré-diabéticas e com diabetes, evidenciou que mulheres
com SOP em associacdo com incidéncia de pré-diabetes tem risco aumentado para
desenvolver doencas cardiovasculares (ASIMI et al, 2016). Um outro estudo incluindo
2.301 pacientes com SOP, determinou a presenca de doencgas cardiovasculares e
DM2 na sindrome e demonstrou que fatores como histérico de hipertenséo, idade
avancada, ganho de peso, tabagismo e diabetes naquela populagéo elevou o risco de
eventos cardiovasculares (MANI et al, 2013). Um estudo realizado no Brasil, mostrou
uma correlacdo com dados antropométricos, pressao arterial sistélica e o perfil lipidico
de pacientes com SOP com elevado fator de risco cardiovascular (SOUSA et al, 2013).
Esses trabalhos reforcam a necessidade de atenc&o a fatores relacionados com a
sindrome e aumento de risco para desenvolvimento de varias doencas
cardiovasculares (MANI et al, 2013).

2.1.3 SOP: uma doenca mutifatorial

A etiologia da SOP ndo esta totalmente elucidada, porém varios trabalhos
demonstram que a sindrome € uma doenca multifatorial, com combinacéo de fatores
ambientais e fatores genéticos que podem ser determinantes no desenvolvimento da
sindrome (DIAMANTI-KANDARAKIS et al, 2006; DUMESIC et al, 2015; MERKIN et
al, 2016; JONES; GOOZARDI, 2016).
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Os fatores ambientais podem ser elementos atuantes na etiologia, prevaléncia
e/ou nas modulacdes dos fendétipos da SOP. As toxinas ambientais, como substancias
do cigarro e pesticidas, e elementos como chumbo e mercurio promovem diversos
efeitos nos organismos bioldgicos, e podem afetar a saude reprodutiva. Embora essas
toxinas sejam prejudiciais para a populacdo em geral, os disruptores enddcrinos
quimicos que interferem no sistema endocrino (EDCs- do inglés endocrine-disrupting
chemicals) sdo considerados alvo de estudo para a saude reprodutiva, incluindo a
SOP e suas manifestacdes clinicas (MERKIN et al, 2016). Algumas pesquisas
demonstraram que mulheres com SOP quando comparadas a controles, tinham os
niveis séricos significativamente mais elevados de compostos perfluorados, PCBs -
bifenilos policlorados (do inglés Polychlorinated biphenyls), pesticidas e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (VAGI et al, 2014; YANG et al, 2015).

A alimentacdo tem papel fundamental na SOP, pois a ingestao correta das
quantidades de carboidratos, proteinas e gorduras e o aumento do consumo de fibras,
cereais, frutas e vegetais diminui significativamente as manifestacdes clinicas da SOP
e ainda reduz o risco de doencas associadas a sindrome. Porém a dieta alimentar
inadequada, pode influenciar no ganho de peso e falta de nutrientes essenciais, assim
esses fatores podem ser contribuintes na etiologia da sindrome (NORMAN et al, 2002;
MERKIN et al, 2016).

A pratica de atividade fisica é essencial para as mulheres em geral, mas para
as gue tem SOP apresenta ainda mais vantagens, pois contribui na intervencao dos
sinais clinicos e comorbidades associadas a sindrome, como a RI, infertilidade,
obesidade, doencas cardiovasculares, além de levar ao bem estar fisico e mental
dessas mulheres (NORMAN et al, 2002; MERKIN et al, 2016). A combinacéo da dieta
equilibrada e pratica de exercicios fisicos sdo relevantes para perda de peso e
manutenc¢ao do peso no tratamento das mulheres com SOP.

Os habitos tabagista e etilista sdo fatores para o0 aumento de risco para a
reducdo da fertilidade, complicacbes na gravidez, abortos espontaneos, doencas
cardiovasculares e Rl na SOP (NORMAN et al, 2002). Portanto, torna-se importante
mudancas no estilo de vida, para que as mulheres reduzem o risco de desenvolver
SOP, e para as mulheres que ja foram diagnosticadas com a sindrome, essas
mudancas seriam benéficas para o tratamento da doenca.

Em relacdo aos fatores genéticos, os estudos demonstram que genes que

codificam proteinas envolvidas nas vias metabdlicas, na biossintese e atividade de
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andrégenos, do sistema imunoldgico, entre outros (KOSOVA; URBANEK, 2013;
VEKATESH et al, 2014; SHIM et al, 2015; JONES; GOOZARDI, 2016; ZHAO et al,
2016) estao associados a etiologia da sindrome. O Quadro 2 representa alguns genes

candidatos associados com SOP.

Quadro 2 - Genes candidatos associaglos aos estudos em SOP.
CATEGORIAS FUNCAO GENES
CYP17A1, CYP19, CYP21,

B|(_)s_sd|n('glesceI e Esteroidogénese HSD17B5, HSD17B6
gtr:\élréagIJeenog Hormonios Sexuais e seus AR, SHBG, FSH, FSHR,
Receptores LHCGR
Secrecédo e INS, INSR, IRS1, IRS2, IGF,
Regulacéo da insulina / PPAR-y, CAPN10, STXBP1,
Metabolismo Resisténcia insulinica PLCB2, PLCB3, GNAQ

Obesidade, Dla_betes tipo 2 e FTO, TCF7L2, MTHFR
Doencgas Cardiovasculares

Sistema Citocinas inflamatorios e TNF-q, IL-6, IL-1A, IL-1B,
Imunologico Autoimunidade PAI HLA-A, VDR
Desenvolvimento Folicular FBN3, BMP15, GDF9, TGF-
SMC3, CCNE2, PPP2R5D,
Desenvolvimento de Odcitos PPP2R5C, PLCZ1,
PPP2R5A, PPP1CB

Outras

Fonte: Shim et al, 2015; Zhao et al, 2016.

2.1.4 Metabolismo do acido félico

O &cido fdlico ou folato € uma vitamina do complexo B, hidrossoluvel e é
adquirida pela dieta alimentar. Essa vitamina é encontrada em maior concentracdo
em leveduras, vegetais folhosos verdes escuros frescos, figado e outras visceras,
amendoim, ovo, cereais enriguecidos e graos integrais (VANUCCHI; MONTEIRO,
2010).

O folato tem papel importante em varios processos fisiolégicos, como sintese
de purinas e pirimidinas, sintese de aminoacidos e processo de metilacdo (KANDI,
VADAKEDATH, 2015; DESAI et al, 2016). Mecanismos epigenéticos, como o
processo de metilacdo do DNA, sdo mudancas que néo alterama sequéncia do
mesmo, mas pode alterar a expressao génica. O DNA metilado geralmente silencia a
transcricdo de um gene por nao ser reconhecido por enzimas que participam do
processo de transcricdo (KANDI; VADAKEDATH, 2015). Modifica¢des epigenética do

DNA sé&o relevantes na funcionalidade do organismo, pois regulam a expresséo
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génica, estabilizam a estrutura da cromatina e mantém a estabilidade gendmica
(GALBIATTI et al, 2012).

O &cido folico ingerido é a forma inativa de folato e ndo é absorvido pelo
organismo, e deve ser convertido para se torna a forma biologicamente ativa. A
absorcao do folato é iniciada nas células do intestino, nas regifes de duodeno e jejuno
(VANUCCHI; MONTEIRO, 2010).

O écido folico € reduzido a Dihidrofolato e em seguida convertido a
Tetrahidrofolato (THF) pela enzima Dihidrofolato Redutase (DHFR) (FOWLER, 2001).
A enzima Serina Hidroximetiltransferase (SHMT) realiza a reacéo reversivel de THF
em 5,10-Metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF) (FOX; STOVER, 2008), que é
convertido em 5,10-MTHF em 5-Metiltetrahidrofolato (5-MTHF), forma circulante e
doadora de grupo metil (CHs) na remetilagdo de Hcy para metionina pela enzima
Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR) (GOYETTE et al, 1994). Na reacéo de
remetilacdo de Hcy para metionina, ha a atuacéo da enzima Metionina Sintase (MTR)
juntamente com Vitamina B12 (cofator da reac&o). A metionina formada juntamente
com o trifosfato de adenosina (ATP) formam S-adenosilmetionina (SAM) (FOX;
STOVER, 2008). A enzima Metionina Sintase Redutase (MTRR) mantém a ativacao
da enzima MTR (YAMADA et al, 2006). Na reacdo de desmetilacdo de Hcy ha
formacao de S-adenosilhomocisteina (SAH), liberando adenosina e Hcy e essa reacdo
pode ser um determinante nas concentracdes de Hcy (SINGH; LELE, 2012).

Com a regeneracdo da metionina e recuperacdo da homocisteina, apds a
doacdo do grupo CHs, o THF pode ser utilizado para a sintese de Timidilato Sintase
(TS). O 5,10-MTHF é usado como substrato dessa reacao e converte deoxiuridina
monofosfato (dAUMP) a timidina monofosfato (dTMP) (BLOM; SMULDERS, 2011). A
Metilenotetrahidrofolato Desidrogenase 1 (MTHFD1) converte 5,10-MTHF a 5,10-
metinil-THF e em seguida para 10-formil-THF, sdo substratos para a sintese de
metionina, timidilato e purinas (STEVENS et al, 2007). A enzima Carreadora de Folato
Reduzido 1 (RFC-1) atua na absorcao e transporte de 5-MTHF para interior de varios
tipos celulares (NGUYEN et al, 1997). A Figura 1 mostra um esquema do metabolismo
do folato destacando as principais enzimas envolvidas nessa via metabolica. O
Quadro 3 apresenta a descricdo de cada uma das principais enzimas que participam

do metabolismo do folato.



42

Figura 1 - Esquema do Metabolismo do Folato e suas principais enzimas.
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5-MTHF: 5-Metiniltetrahidrofolato; 5,10-MTHF: 5,10-Metilenotetrahidrofolato; ATP: Trifosfato de
adenosina; B6: Vitamina B6; B12: Vitamina B12; CH3: Metil;, DHF: Dihidrofolato; DHFR:
Dihidrofolato redutase; DNA: Acido Desoxirribonucleico; dTMP: Timidina monofosfato; dUMP:
Deoxiuridina monofosfato; Hcy: Homocisteina; Met: Metionina; MTHFD 1: Metilenotetrahidrofolato
Desidrogenase 1; MTHFR: Metilenotetrahidrofolato redutase; MTR: Metionina sintase; MTRR:
Metionina sintase redutase; RFC-1: Carreador de folato reduzido 1; SAH: S-adenosilhomocisteina;
SAM: S-adenosilmetionina; SHMT: Serina hidroximetiltransferase; TS: Timidilato sintase; THF:
Tetrahidrofolato.

Fonte: Adaptado GALBIATTI et al, 2012.

Quadro 3- Principais enzimas participantes no metabolismo do folato.

ENZIMA DESCRICAO REFERENCIA
A Dihidrofolato Redutase catalisa a redu¢éo do acido félico na
dieta ou dihidrofolato em THF. Os compostos de folato s&o
assim reduzidos de modo a sintetizar as coenzimas. O THF é
essencial para a sintese de purina e timidilato, portanto, a
DHFR tem um papel critico no crescimento e proliferacéo
celular.

A Timidilato Sintase catalisa a conversdo de dUMP em dTMP
TS utilizando 5,10-MTHF, doador de grupo metil. O dTMP tem
papel importante na replicacéo e reparo do DNA.

Ao catalisar a clivagem de serina, a Serina
Hidroximetiltranferase transfere um grupo CHs da serina para
THF gerando glicina e 5,10-MTHF, o cofactor requerido para a
biossintese timidilato.

A Metilenotetrahidrofolato desidrogenesase 1 catalisa a
oxidacdo do 5,10-MTHF a 5,10-MTHF, que em seguida é
convertido para 10-formil-THF, que doa o seu grupo formil em
duas etapas diferentes na biossintese de purina.

A Metilenotetrahidrofolato redutase realiza uma reacgéo central
no metabolismo do folato, pois converte 5,10-MTHF em 5-
MTHF, forma circulante e doadora de grupo CHs na remetilagéo
de Hcy para metionina.

A Metionina Sintase € uma enzima dependente de vitamina B12
gue funciona dentro do ciclo de catalisagcdo da remetilacdo
dependente de 5-MTHF de Hcy a metionina. A reacao € vital,
MTR uma vez que assegura a Metionina para a producdo de SAM,
doador de grupo CHs. Essa enzima participa em importantes
funcd@es fisiologicas: a regeneracdo do de THF, a sintese de
metionina e a remocéo de Hcy celular.

DHFR FOWLER, 2001.

BLOM e
SMULDERS, 2011.

SHMT FOX e STOVER, 2008.

MTHFD1 STEVENS et al. 2007.

MTHFR GOYETTE et al. 1994.

FOX e STOVER, 2008.
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ENZIMA DESCRICAO REFERENCIA
A Metionina Sintase Redutase é responsavel pela manutencao
do estado ativo da enzima MTR. Essa enzima reativa o
complexo MTR + Vitamina B12 (ll) por redu¢c&o de metilacéo,
utilizando SAM como um doador de grupo CHs,

A enzima Carreadora de Folato Reduzido 1, também
encontrada nas membranas celulares da mucosa do intestino,
RFC-1 atua na absorcao e transporte de 5-MTHF para interior de varios | NGUYEN et al. 1997.
tipos celulares Pode ser fator determinante da disponibilidade
da concentracéo de folato intracelular.

Fonte: Autora, 2017.

MTRR YAMADA et al. 2006.

ModificacBes epigenéticas, como alteracdes na metilacdo do DNA, podem estar
envolvidas da etiologia da SOP. Alguns trabalhos apresentaram evidéncias que
mudancas na metilacdo do DNA podem influenciar na regulacdo de genes candidatos
aos estudos relacionados com a etiologia ou prevaléncia dos fenétipos da SOP (ILLIE;
GEORGESCOU, 2015; YU et al, 2015; PRUKSANANONDA et al, 2016). Outros
trabalhos demonstraram que o0 excesso de andrégenos ainda na fase fetal,
influenciam em mudancas epigenéticas e contribui para o desenvolvimento de SOP
(LI; HUANG, 2008; XU et al, 2011). Além disso, mudancas na metilacdo do DNA estédo
associadas a doencas cardiovasculares, doencas autoimunes e cancer (KANDI,
VADAKEDATH, 2015), nas quais podem ser comorbidades da SOP, conforme ja
descrito.

Além de modificacBes epigenéticas do DNA, as altera¢cBes nas atividades das
enzimas envolvidas no metabolismo do folato podem causar hiperhomocisteinemia
em mulheres com SOP (PALEP-SINGH et al, 2008), que pode ter como
consequéncias: dificuldade para engravidar (BERKER et al, 2009; IDALI et al, 2012)
e também o desenvolvimento de distirbios metabdlicos, como hiperlipidemia,
dislipidemias, hiperinsulinemia, resisténcia insulinica e DM. H& varios trabalhos
apresentaram que a hiperhomocisteinemia pode ser fator contribuinte em diversas
doencas cardiovasculares e podem estar associadas com SOP (BADAWY et al, 2007,
GUZELMERIC et al, 2007; SALEHPOUR et al, 2011; SEN et al, 2011).

2.1.5 Polimorfismos genéticos das enzimas do metabolismo do folato e SOP

Os polimorfismos genéticos sdo modificagdes que ocorrem na sequéncia do
DNA, com frequéncia maior que 1% na populacéo e também séo responsaveis pela
diversidade humana, pois os fenétipos podem ser decorrentes da diferentes

polimorfismos (ROCHA et al, 2007). Essas variagbes no DNA podem ocorrer por
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substituicdo, insercdo ou delecdo de nucleotideos, dentre as variagbes, nos
Polimorfismos de Nucleotideos Unicos (SNPs) ha a troca de um nucleotideo na
sequéncia do DNA, que pode contribuir na suscetibilidade de doencas (WU et al,
2016).

Mudancas nos niveis de folato no organismo podem estar associadas com
deficiéncias nutricionais ou deficiéncia nas atividades das enzimas (VANUCCHI,
MONTEIRO, 2011). Os processos biologicos, como a biossintese de purinas e
pirimidinas, necessitam de niveis adequados de folato no organismo. E alteracdes nos
niveis do folato devido a polimorfismos genéticos envolvidos em sua via metabdlica
estdo associadas com mudancas de metilacdo, na sintese e reparo do DNA, assim
comprometendo os mecanismos bioldgicos dependente de folato (GALBIATTI et al,
2012).

Polimorfismos genéticos que codificam as enzimas envolvidas no metabolismo
do folato podem estar envolvidos em alterac6es da atividade enzimatica e assim
podem influenciar no desenvolvimento de distirbios metabdlicos no organismo,
principalmente pela ocorréncia de hiperhomocisteinemia e mudancas de metilacdo do
DNA (GALBIATTI et al, 2012; ROZYCKA et al, 2013; NASKI et al, 2014; PETRAS et
al, 2014). Algumas pesquisas mostraram que mulheres com SOP podem apresentar
elevacao do nivel sérico de Hcy (BADAWY et al, 2007; SALEHPOUR et al, 2011; SEN
et al, 2011). H& evidéncias de que as alteracdes nos padrbes de metilacdo também
podem estar implicados na etiologia e/ou nas manifestacdes clinicas e bioquimicas da
sindrome (ILLIE; GEORGESCOU, 2015; YU et al, 2015; PRUKSANANONDA et al,
2016).

A enzima MTHFR é codificada pelo gene MTHFR que esta localizado no
cromossomo 1 (1p36.3) (GOYETTE et al, 1994), destacado pela seta em vermelho na
Figura 2. Um estudo relacionado com o polimorfismo C677T no gene MTHFR (rs
1801133) demonstrou que a variante genética T pode sintetizar uma enzima com
menor termolabilidade e potencial catalitico reduzido. No SNP MTHFR C677T ha a
troca de bases de C para T na posi¢cao do nucleotideo 677, ocorrendo a substituicao
dos aminoacidos de alanina por valina. Essa alteracdo pode estar associada com
elevacdo de Hcy plasmatica e diminuicao do folato no plasma (FROSST et al, 1995).
No polimorfismo MTHFR A1298C (rs 1801131), h&a a troca de bases de A para C na
posi¢ao do nucleotideo 1298, e a substituicdo dos aminoacidos glutamina para alanina
(VAN DER PUT et al, 1998). Esse SNP foi associado, in vitro, com diminuicdo da
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atividade enzimatica, mas em menor propor¢do em relacédo ao polimorfismo MTHFR
C677T (WEISBERG et al, 1998). Um estudo apresentou que a variante 1298C no
gene MTHFR estava relacionada com mudancas nos niveis de Hcy plasmatica
(CASTRO et al, 2003).

Figura 2 — Desenho esquematico do cromomossomo 1. A seta vermelha indica a
posicdo cromossOmica do gene Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) nesse
cromossomo - 1p36.3.
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Fonte:http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000177000;r=1:11785723-
11806920.

Na literatura ha varios trabalhos que investigaram a associacdo de SOP e os
polimorfismos do gene MTHFR. Entretanto, esses estudos apresentaram resultados
contraditorios, o Quadro 4 sumariza alguns trabalhos com os polimorfismos do gene
MTHFR e a sindrome. Alguns pesquisadores realizaram meta-analises para avaliar a
relacdo entre o polimorfismo MTHFR C677T e a sindrome (BAGOS, 2009; FU et al
2014; LEE; SONG, 2014; CARLUS et al, 2016). A meta-analise de Fu e colaboradores
(2014), demonstrou que o alelo T do polimorfismo MTHFR C677T esta associado ao

aumento da suscetibilidade a SOP em mulheres europeias.

Quadro 4 - Estudos de Caso-Controle com os polimorfismos do gene MTHFR e SOP.

NUmero

Autor Pais Polimorfismo Concluséo do Estudo
Casos Controles
N&o houve associacdo
Wu et al. . MTHFR C677T i .
2016 China MTHER A1298C 244 257 entre os polimorfismos
estudados e SOP.
Szafarowska oy MTHERCETTT oo oo Qo MOVe SRS
et al. 2016. MTHFR A1298C P
estudado e SOP.
Carlus ) N&o houve associagéo
India MTHFR C677T 261 256 entre o polimorfismo
et al. 2016.

estudado e SOP.

Houve associacao entre

0 polimorfismo MTHFR

Qi : MTHFR C677T C677T e SOP, mas nao

et al. 2015. Sl MTHFR A1298C L 2 houve associagdo com
0 polimorfismo MTHFR

A1298C e a sindrome.

Continua
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Conclusao

N&o houve associagcdo
entre SOP e os
polimorfismos MTHFR

Idali Ir5 MTHFR C677T 7 106 A1298C e C677T.
et al.2012 MTHFR A1298C Houve associacdo dos
polimorfismos em

mulheres com SOP e
aborto recorrente.

N&o houve associacéo
Turquia MTHFR C677T 86 70 com o polimorfismo
estudado e SOP.

Karadeniz
et al. 2010.

N&o houve associacéo
Italia MTHFR C677T 70 70 com o polimorfismo
estudado e SOP.

Orio
et al. 2003.

N&o houve associacao
EUA MTHFR C677T 36 18 com o polimorfismo
estudado e SOP.

Sills
et al. 2001.

MTHFR: Metilenotetrahidrofolato Redutase; SOP: Sindrome dos Ovérios Policisticos. EUA: Estados
Unidos da América.
Fonte: Autora, 2017.

A enzima MTR é codificada pelo gene MTR e esta localizada no cromossomo
1 (1943) (LI et al, 1996), a Figura 3 apresenta a localizagdo cromossémica, destacada
pela seta em vermelho. A troca de bases de A para G na posi¢éo do nucleotideo 2756
no polimorfismo do gene MTR A2756G (rs 1805087), resulta na troca do aminoacido
acido aspartico por glicina (LECLERC et al, 1996), e pode ocorrer alteracdes na
estrutura tridimensional da proteina e possivelmente causar oxidacao inadequada do
cofator, podendo acarretar para reducdo da atividade enziméatica associado com o
aumento de Hcy celular, e causar hiperhomocisteinemia (ROZYCKA et al, 2013). Um

estudo indicou que a baixa atividade catalitica da MTR resulta na hipometilacdo de
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DNA, que pode ser devido baixos niveis de producdo de SAM, e estava relacionada
com linfoma maligno (MATSUO et al 2001). Até o momento, ha um trabalho de
associacao entre a sindrome e o SNP MTR A2756G. Palep-Singh e colaboradores
(2008) concluiram que gendtipo AA (tipo selvagem) estava relacionado com SOP e

niveis elevados de Hcy.

Figura 3 - Desenho esquematico do cromomossomo 1. A seta vermelha indica a
posicédo cromossOmica do gene Metionina sintase (MTR) nesse cromossomo - (1g43).
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Fonte:  http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000116984;r=1:236795281-
236903981.

Localizado no cromossomo 5 (5p15.3), representado na Figura 4 esta o gene
MTRR que codifica a enzima MTRR (LECLERC et al, 1998), que esta em destaque
pela seta em vermelho. A troca dos amino&cidos isoleucina por metionina é o
resultado do polimorfismo do gene MTRR A66G (rs 1801394), onde ha a troca de
bases de A para G na posicdo do nucleotideo 66 (WILSON et al, 1999), e um estudo
demonstrou que essa variante foi associado com mudancas nos niveis totais de Hcy
(GAUGHAN et al, 2001). Ainda ndo ha estudos que associam SOP e SNP MTRR
A66G. Mas existem estudos que avaliaram a associa¢ao do polimorfismo MTRR A66G
e alteracGes nos perfis lipidicos, principalmente colesterol total e triglicerideos (LI et
al, 2015), aumento no risco de doenca da artéria coronaria (LAKSHMI et al, 2011) e
excesso de peso (FAN et al, 2015), e essas manifestacdes clinicas podem ser
consequéncia da SOP (ECONOMOU, 2011; LIM et al, 2012; CHEN et al, 2013; KAO
et al, 2013; NANDI et al, 2014).

Figura 4 - Desenho esquemético do cromomossomo 5. A seta vermelha indica a
posicdo cromossdmica do gene Metionina sintase redutase (MTRR) nesse
cromossomo - 5p15.3.
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Fonte: http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000124275;r=5:7851186-
7906025.


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000124275;r=5:7851186-7906025
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000124275;r=5:7851186-7906025
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O gene RFC-1 codifica a enzima RFC-1, e esta localizado no cromossomo 21
(21922.3) (YANG-FENG et al, 1995) representado na Figura 5 e destacado pela seta
em vermelho. A troca das bases de A para G na posi¢cdo do nucleotideo 80 no
polimorfismo do gene RFC-1 A80G (rs 1051266), resulta na substituicdo do
aminoacido histidina por arginina (CHANGO et al, 2000). O efeito bioldgico SNP ainda
ndo estd bem estabelecido, mas alguns estudos demonstraram que podem estar
associados com alteracdes nos niveis de Hcy e folato plasmatico (NIEDZIELSKA et
al, 2013; KIM et al, 2015; HUANG et al, 2016). Além disso, essas alteracdes podem
influenciar na metilagdo do DNA (FARKAS et al, 2015; MORUZZI et al, 2016). Até o
momento nao ha estudos relacionando SOP e o polimorfismo RFC-1 A80G, mas ha
alguns estudos que investigaram a associacao entre a hiperhomocisteinemia, essa
variante genética e complicacdes na gravidez, como descolamento de placenta e
aborto espontaneo (ANANTH et al, 2008; LI LUO et al, 2015), e as mulheres com SOP
podem apresentar complicacdes obstétricas (PALOMBA et al, 2015). Assim como
outras manifestacdes clinicas decorrente de hiperhomocisteinemia, que podem

contribuir para doencas associadas a SOP.

Figura 5 - Desenho esquemaético do cromomossomo 21. A seta vermelha indica a
posicdo cromossdmica do gene Carreador de Folato Reduzido 1 (RFC-1) nesse
cromossomo - 21922.3.
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Fonte: http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000173638;r=21:45493572-
45544411.

2.1.6 Polimorfismos genéticos e Biomarcadores

Estudos de polimorfismos genéticos séo relevantes, pois podem ser bons
biomarcadores, ou seja, sdo indicadores bioldgicos que podem auxiliar na
compreensao de processos bioldgicos, processos patolégicos e/ou respostas
terapéuticas. Os compostos estruturais, celulares e bioquimicos, como acidos
nucléicos, proteinas, acucares, lipideos e metabodlicos podem ser considerados
biomarcadores, pois permitem avaliar alteracdes aos niveis celulares e/ou
moleculares. Portanto, a analise de SNPs pode ser uma interessante ferramenta da

geneética, contribuindo para entendimento de alteragdes estruturais e funcionais no


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000173638;r=21:45493572-45544411
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000173638;r=21:45493572-45544411
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organismo, bem como para a compreensao das modificagcbes podem influenciar na
etiologia ou patogénese de doencas (SAAD et al, 2016; RATHER, DHAWAN, 2016).
As informacgBes fornecidas por essas andlises genéticas podem auxiliar para
desenvolvimento de meios de diagndstico e progndstico individualizado aos pacientes
(ARANTES et al, 2014; DIX et al, 2016).

Em SOP, os biomarcadores que auxiliam no diagndstico séo principalmente os
horménios relacionadas ao surgimento de aspecto hiperandrogénico, como
testosterona, SDHEA e androstenediona; os niveis de hormdnios sexuais, como
SHBG, AMH (Horménio Antimulleriano), LH, FSH e estrégenos; e também as
biomoléculas envolvidas aos fatores de risco para DM, obesidade, Rl e doencas
cardiovasculares.

Os mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do DNA, também podem ter
implicagBes na SOP, e assim auxiliar na elucidacdo da etiologia ou nos fenétipos da
sindrome. Portanto, as pesquisas realizadas nesse campo da genética podem ser
muito Uteis, pois a metilacdo do DNA pode ser um atrativo biomarcador na deteccéo
da sindrome, e assim contribuir no diagndstico e tratamento da doenca (XU et al, 2010;
ILLIE; GEORGESCOU, 2015; YU et al, 2015).

2.2 JUSTIFICATIVA

A SOP é uma patologia endocrinologica de grande relevancia e comum em
mulheres na idade reprodutiva e com a etiologia ainda néao totalmente esclarecida.
Alteracdes da atividade enzimética no metabolismo do folato podem acarretar para
alteracdes importantes, como a metilacdo do DNA e elevacdo dos niveis de
homocisteina, e esses fatores podem estar envolvidos na etiologia e com os disturbios
metabdlicos da SOP. E essas alteragbes podem estar relacionadas com
polimorfismos genéticos das enzimas do metabolismo do folato, MTHFR, MTR, MTRR
e RFC-1.

Ha trabalhos na literatura que demonstram a associacdo entre os SNPs de
algumas dessas enzimas da via do folato e SOP. No Brasil ha poucos estudos visando
0s conhecimentos sobre a sindrome, e até o momento néo ha trabalhos brasileiros
gue relacionam genes das enzimas do metabolismo do folato e SOP.

Assim, considerando as manifestacdes clinicas e as comorbidades em SOP, e

os estudos ja realizados com os genes das enzimas do metabolismo do folato e varias
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doencas ou complicagBes associadas a sindrome, realizar uma avaliacdo genética

envolvendo esses genes podem contribuir para o entendimento da doenca.

2.3 OBJETIVOS
2.3.1 Objetivo geral:

e Com base nas evidéncias apresentadas, este estudo tem como objetivo geral
identificar as variantes genéticas do metabolismo do folato, relacionadas com o

desenvolvimento da Sindrome dos Ovérios Policisticos.

2.3.2 Objetivos especificos:

¢ Avaliar a frequéncia e avaliar a associagao de polimorfismos dos genes MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G e RFC-1 ABOG em mulheres
com SOP e em uma populacéo controle.

e Comparar a frequéncia dos haplétipos dos polimorfismos no gene MTHFR;

e Analisar a associacdo destes polimorfismos com os fatores de risco para a

doenca.
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2.4 CASUISTICA E METODOLOGIA

2.4.1 Consideracdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM) sob numero de protocolo 1796 (Anexo A). Todas as
mulheres que participaram deste estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (Apéndices A e B).

2.4.2 Casuistica

A casuistica do estudo teve a participagcdo de 203 mulheres, que foram
avaliadas pelos médicos membros da equipe de pesquisa, nos Setores de Ginecologia
e Obstetricia, e Endocrinologia de Génadas e Adrenal do Ambulatério de Maria da
Gloria do HC-UFTM (Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro). A incluséo das participantes no estudo ocorreu no periodo entre 2012 a 2016.

Neste estudo, o grupo caso foi composto por 99 mulheres com SOP que
apresentaram seguintes critérios: estar em idade reprodutiva e ser diagnosticada com
Sindrome dos Ovarios Policisticos, de acordo com os critérios de Rotterdam.

O grupo controle foi constituido por 104 mulheres que se apresentaram em
idade reprodutiva, sem uso de atual ou superior a 3 meses de anticoncepcionais e

sem histérico ou sinais de SOP.

2.4.3 Critérios de Exclusao

Como critério de excluséo para estudo, as mulheres ndo poderiam apresentar
Sindrome de Cushing, deficiéncia de 21-hidroxilase, disfuncdo da tiredide,
hiperprolactinemia, diabetes, tumores secretores de andrégenos, e uso atual de anti-

androgenos, estatinas, glucocorticéides ou medicacdes para infertilidade.
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2.4.4 Coletade Dados

Para coleta de dados sociodemograficos foi realizado um questionario com as
mulheres para levantamento de idade, habitos de tabagismo e etilismo e histérico SOP
familiar. Foi realizado também o levantamento de dados clinicos quanto paridade (n°
de gestagdes, n° de partos, n° de aborto), padrdo menstrual (intervalo, duragéo,
volume), fatores associados a infertilidade, comorbidades, uso de medicacdo de
hormonal ou ndo hormonal, aspectos hiperandrogénicos (hirsutismo, acne, oleosidade
de pele ou cabelo e queda de cabelo), peso, altura, IMC (indice de massa corporal).
Os dados clinicos foram levantados pelo acompanhamento nas consultas médicas. A
Tabela 1 apresenta a caracterizagao do grupo de estudo. O questionario para os dados

coletados, descritos acima, esta apresentado no Apéndice C.

Tabela 1 — Caracterizacao do grupo de estudo composto por mulheres com Sindrome
de Ovarios Policisticos (SOP) e controles (CSOP). Uberaba,MG - 2017.

Variaveis

SOP

N /n (% ou média)

CSOP

N /n (% ou média)

Idade (anos)

Auséncia de Gestacao
Irregularidade Menstrual
Associagéo Fatores Infertilidade
Historico SOP Familiar

Tabagismo
Etilismo
Comorbidades

Uso Medicag&o Hormonal

Hirsutismo
Acne
Oleosidade

Queda de Cabelo

Altura (m)
Peso (Kg)
IMC (Kg/m?)

Sobrepeso ou obesidade

97 (26,06%)
96 /76 (79,17)
97 / 34 (35,05)
95/ 11 (11,58)
95 / 37 (38,95)
95/ 07 (07,37)
97 / 25 (25,77)
94 / 44 (46,81)
95 / 54 (56,84)
93 /52 (55,91)
93/ 61 (65,59)
93 /73 (78,49)
92 / 58 (63,04)

89 (1,63%)

91 (79,70%)

89 (29,72%)

89 / 58 (65,17)

99 (31,73%)
99 / 38 (38,38)
98 / 06 (06,12)

100 / 03 (03,00)
100 / 20 (20,00)
100 / 25 (25,00)
100 / 29 (29,00)
98 / 29 (29,59)
100 / 09 (09,00)
100 / 05 (05,00)
100 / 29 (29,00)
100 / 49 (49,00)
99 / 35 (35,35)
96 (1,62%)

96 (67,34%)

96 (25,44%)
96 / 48 (50,00)

*Média da variavel; N: total de mulheres com a varidvel analisada; n: nimero de mulheres com a
presenca da variavel analisada.
Fonte: Autora, 2017.

Os dados referentes aos exames laboratoriais foram coletados através de
levantamento dos prontuarios médicos. Foram coletados os seguintes exames
laboratoriais: LH (Horménio Foliculo Estimulante), FSH (Horménio Luteinizante),

Fung¢do LH/FSH invertido; Prolactina; Progesterona; TSH (Horménio Tiroestimulante)
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e T4 Livre, Testosterona, 17 Alfa Hidroxiprogesterona, S-DHEA (Sulfato de
Dehidroepiandrosterona), Cortisol e Insulina (Basal e Pés Prandial), Colesterol Total
e Fragdes (HDL, LDL, VLDL e nao-HDL) e Triglicerideos, Glicose (Glicemia de Jejum,
Pd6s Ingestdo e Pdés Prandial), TGO (Transaminase Glutamica Oxalacética), TGP
(Transaminase Glutamica Piruvica), PCR (Proteina C-Reativa); Creatinina, Ureia,
Acido Urico, Ferritina, Vitamina B12, Acido Félico e Alguns ions, como Na (Sédio), K
(Potassio), Ca (Calcio), Mg (Magnésio) e P (Fdsforo).

ATabela 2 mostra a quantificagdo dos exames laboratoriais do grupo de estudo.

Os valores de referéncia de cada exame estao apresentados no Anexo B.

Tabela 2 — Quantificagcdo dos exames laboratoriais do grupo de estudo, composto por
mulheres com Sindrome de Ovérios Policisticos (SOP) e controles (CSOP), com
alteracOes a partir dos valores de referéncia. Uberaba,MG - 2017.

DADOS LABORATORIAIS SOP CSOP
(unidade) N/n (%) N /n (%)
FSH (mUI/mL) 6714 (5,97) 37/1 (2,70)
LH (mui/mL) 64/2 (3,13) 33/0 (0,00)
FUNCAO LH/FSH INVERTIDA 67/9 (13,43) 3771 (2,70)
TSH (mul/mL) 7916 (7,59) 60/4 (6,67)
TALIVRE (ng/dL) 68/4 (5,88) 51/4 (7.84)
TESTOSTERONA TOTAL (ng/dL) 561720 (35,71) 33/6 (18,18)
17 a-HIDROXIPROGESTERONA (ng/dL) 33/4 (12,12) 1470 (0,00)
S-DHEA (mg/mL) 5712 (3,51) 31/2 (6,45)
CORTISOL (ug/dL) 27/13 (48,15) 18/3 (16,67)
COLESTEROL TOTAL (mg/dL) 75123 (30,67) 57116 (28,07)
HDL (mg/dL) 72114 (19,44) 54/9 (16,67)
LDL (mg/dL) 7212 (2,78) 54/3 (5,56)
VLDL (mg/dL) 4617 (15,22) 2410 (0,00)
N&o-HDL (mg/dL) 29/3 (10,34) 2714 (14,81)
TRIGLICERIDEOS (mg/dL) 75126 (34.67) 55/11 (20,00)
GLICOSE (mg/dL) 75115 (20,00) 71/14 (19,72)
GLICEMIA POS-INGESTAO (mg/dL) 9/ 2 (22,22) 8/0 (0,00)
GLICEMIA POS-PRANDIAL (mg/dL) 2317 (30,43) 6/0 (0,00)
INSULINA BASAL (mcul/mL) 40/ 14 (35,00) 25/2 (8,00)
INSULINA POS-PRANDIAL (mcul/mL) 16/1 (6,25) 210 (0,00)
PCR (mg/dL) 27120 (74,07) 17/5 (29,41)
ACIDO URICO (mg/dL) 3875 (13,16) 38/6 (15,79)
TGP (ULL) 56 / 4 (7,14) 54/5 (9,26)
TGO (UL) 56 /1 (1,79) 54/9 (16,67)
UREIA (mg/dL) 5412 (3,70) 51/0 (0,00)

Continua
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Conclusao
DADOS LABORATORIAIS SOP CSOP
(unidade) N/n (%) N /n (%)
PROLACTINA (ng/mL) 4716 (12,77) 22/4 (18,18)
PROGESTERONA (ng/mL) 10/3 (30,00) 9/0 (0,00)
CREATININA (mg/dL) 55/3 (5,45) 5712 (3,51)
SODIO (mmoliL) 5074 (8,00) 45/1 (2,22)
POTASSIO (mmoliL) 50/2 (4,00) 4410 (0,00)
CALCIO (mg/dL) 39/2 (5,13) 30/2 (6,67)
MAGNESIO (mg/dL) 33/2 (6,06) 26172 (7,69)
FOSFORO (mg/dL) 3572 (5,71) 29/2 (6,90)
FERRITINA (ng/mL) 31/18 (58,06) 11/4 (36,36)
ACIDO FOLICO (ng/mL) 19/4 (21,05) 25/1 (4,00)
VITAMINA B12 (pg/mL) 21/1 (4,76) 19/1 (5,26)

FSH: Hormonio Foliculo Estimulante; LH: Hormonio Luteinizante; PCR: Proteina C-Reativa; S-DHEA: Sulfato de
Dehidroepiandrosterona; TGO: Transaminase Glutamica Oxalacética; TGP: Transaminase Glutamica Pirlvica;
TSH: Horménio Tireoestimulante; N: total de mulheres com dados para a variavel analisada; n: nimero de
mulheres com alteracé@o da varidvel analisada, a partir do valor de referéncia.

Fonte: Autora, 2017.

2.4.5 Coleta de Sangue e Separacédo de Leucdcitos

Foram coletados 8 mL de sangue periférico das mulheres participantes do
estudo, por venopuncéo realizada por um técnico capacitado, e o sangue foi coletado
em tubos de coleta a vacuo estéril com EDTA.

A obtencéo dos leucdcitos foi realizada a partir da lavagem deste sangue. Apés
homogeneizado, o sangue periférico das pacientes foi colocado em tubo de 50 mL,
completando o volume com Tamp&o de Eluicdo - TE 20:5 (Tris HCI1IM, EDTA 0,5m
pH: 0,8 e Agua milli Q), em seguida agitou-se os tubos e centrifugou-se por 15 minutos
a 3500 rpm. O sobrenadante foi descartado e novamente completou-se o volume com
TE. Em seguida, os tubos foram colocados no congelador por 10 minutos e depois na
centrifuga por 15 minutos a 3500 rpm. Repetiu-se 0 processo mais 3 ou 4 vezes ou
até a obtencdo de um pellet livre de heméacias. Colocou-se TE 20:5 para completa
cobertura do pellet de leucocitos e conservacdo da amostra. Logo apos, os pellets
foram armazenados em tubos de 50 mL e no congelador a -20°C até o momento da

extracdo do DNA.

2.4.6 Extracdo DNA Gendmico

O DNA dos leucodcitos de sangue periférico dos grupos caso e controle foi

extraido a partir da técnica de fenol: cloroférmio: isoalimico, segundo Sambrook e
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colaboradores em 1989, com modificacdes e armazenado em freezer -20°C para
posterior genotipagem.

A técnica de extracdo do DNA foi realizada a partir das seguintes etapas: as
amostras armazenadas no congelador foram transferidas para tubos de 15mL e em
seguida adicionado 250uL do tampé&o de lise celular - Solucdo C (Quadro 4), em cada
amostra e incubadas em banho-maria a 37°C, 24 horas ou até a completa dissolucao
do pellet de leucocitos.

Quadro 5 - Reagentes usados no preparo da Solucéo C.

Solucéo C
Solugéo B1X* 125uL
Agua Ultra Pura 62,5uL
SDS 10% 62,5uL
Proteinase K 0,001g
*Solucéo B1X:1mL de EDTA 0,5M; 500 uL de NaCl 0,5M; 500 uL de Tris-HCI 1M (pH 8,0);
48 mL de Agua Ultra Pura Autoclavada.

Fonte: Autora, 2017.

Ao término do tempo de incubacdo no banho-maria, foram acrescentados
1000puL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) seguida de agitacao lenta por
15 minutos. Apds agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 3500rpm por 15
minutos. Ao término da centrifugacao, foi recolhida a fase superior das amostras, e
transferidas para um novo tubo de 15mL e adicionado 1000uL de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1) e as amostras foram novamente agitadas por 15 minutos e
centrifugadas a 3500rpm por 15 minutos. Apdés a segunda centrifugacdo, foram
coletadas novamente a fase superior de cada amostra, em um outro tubo de 15mL e
colocado 40uL de Acetato de Sédio 0,2M e 1mL de etanol 100% gelado e os tubos
foram invertidos cuidadosamente para a precipitacdo do DNA. O DNA precipitado foi
transferido para um tubo de 2,0 mL e centifugado em 2 mL de etanol 70% a 15000rpm
por 10 minutos, apds a centrifugacdo, o sobrenadante das amostras foi desprezado e
o0 DNA seco em temperatura ambiente.

Posteriormente, as amostras de DNA foram ressuspendida em TE 20:1, e

colocado em eluicdo em banho-maria a 37°C, por cerca de 48 horas.

2.4.7 Quantificacao e Diluicdo das amostras de DNA

Apo6s o DNA extraido e eluido, realizou-se a quantificagdo do DNA por

espectrofotometria e foi efetuado a diluicdo das mesmas em uma concentragao final
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de 200 ng/uL. Para verificar a qualidade do DNA, foi realizada uma eletroforese em
gel de agarose 1%, com tampédo TAE (Tris Acetato EDTA). O DNA gendmico foi

armazenado a -20°C até momento de amplificacéo por PCR.
2.4.8 Anélises Moleculares

A avaliagdo dos polimorfismos das enzimas do metabolismo do folato foi
realizada pela técnica PCR-RFLP (Reag&do em Cadeia da Polimerase — Polimorfismos
de Comprimentos de Fragmentos de Restricdo). O Quadro 6 apresenta as
concentracfes dos reagentes utilizados nas rea¢des de PCR, sequéncias dos primers,
tamanho do produto de PCR e temperatura de anelamento dos polimorfismos
estudados. As descricbes a seguir sao referentes as condigcdes de amplificacao,
digestdo enzimatica e visualiza¢édo para cada polimorfismo:

Polimorfismo MTHFR C677T (rs 1801133): A amplificacdo por PCR foi

realizada com uma etapa inicial de desnaturacéo por 5 minutos a 95°C, seguida de 35

ciclos com desnaturacdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 62°C por 45
segundos e extensdo das cadeias a 72°C por 45 segundos. Uma etapa de extenséo
final foi realizada a 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados de 198 pares de
bases (pb) foram visualizados em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed™ apdés
eletroforese a 80 Volts, por 60 minutos e observado em luz ultravioleta. Na reacao de
digestédo enzimatica foram utilizados 8,5uL de agua ultrapura, 1,5uL de Tampao, 5,0uL
de produto de PCR e 1U de enzima de restricdo. As amostras do produto PCR foram
submetidas a restricdo enzimatica com a enzima de restricdo Hinf | para a deteccéo
do polimorfismo C—T. O Quadro 7 apresenta as condi¢cdes da digestao enziméatica e
os fragmentos gerados apds o corte enzimético. A observacdo do gendtipo foi
realizada em eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, a 70 Volts, por 120 minutos.

Polimorfismo MTHFR A1298C (rs 1801131): A amplificagcdo por PCR foi

realizada com uma etapa inicial de desnaturacéo por 10 minutos a 95°C, seguida de

35 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 60°C por 45
segundos e extensdo das cadeias a 72°C por 45 segundos. Uma etapa de extensao
final foi realizada a 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados apresentaram
163pb e foram visualizados em gel de poliacrilamida 10% corado com GelRed™ apés
eletroforese a 80 Volts, por 90 minutos e observado em luz ultravioleta. Na reacao de

digestao enzimética foram utilizados 8,5uL de agua ultrapura, 1,5uL de Tampao, 5,0uL
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de produto de PCR e 1U de enzima de restricdo. As amostras do produto PCR foram
submetidas a restricdo enzimatica com a enzima de restricdo Mbo Il para a deteccéo
do polimorfismo A—C. O Quadro 7 apresenta as condicdes da digestdo enzimatica e
os fragmentos gerados apO0s o corte enzimatico. A observacdo do genotipo foi
realizada por uma eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, a 70 Volts, por 120
minutos.

Polimorfismo do MTR A2756G (rs 1805087): A amplificagdo por PCR foi

realizada com uma etapa inicial de desnaturac&o por 5 minutos a 94°C, seguida de 35

ciclos com desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 60°C por 45
segundos e extenséo das cadeias a 72°C por 45 segundos. Uma etapa de extensao
final foi realizada a 72°C por 7 minutos. Os produtos amplificados apresentaram 211pb
e foram visualizados em gel de agarose 2%, corado com GelRed™ apés eletroforese
a 80 Volts, por 45 minutos e observado em luz ultravioleta. Na reacédo de digestao
enzimatica foram utilizados 8,0uL de agua ultrapura, 1,5uL de Tampao, 5,0uL de
produto de PCR e 5U de enzima de restricdo. As amostras do produto PCR foram
submetidas a restricdo enzimatica com a enzima de restricdo Hae Ill para a deteccdo
do polimorfismo A—G. O Quadro 7 apresenta as condi¢des da digestdo enzimatica e
os fragmentos gerados apds o corte enzimético. A observacdo do gendtipo foi
realizada em eletroforese em gel de agarose 3%, a 80 Volts, por 120 minutos.
Polimorfismo do MTRR A66G (rs 1801394): A amplificacdo por PCR foi

realizada com uma etapa inicial de desnaturacéo por 5 minutos a 95°C, seguida de 35

ciclos com desnaturacdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 62°C por 45
segundos e extenséo das cadeias a 72°C por 45 segundos. Uma etapa de extensao
final foi realizada a 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados apresentaram
118pb e foram visualizados em gel de agarose 3%, apos eletroforese a 80 Volts, por
45 minutos e observado em luz ultravioleta. Foi utilizado GelRed™ na aplicacdo dos
produtos de PCR no gel. Na reacéo de digestdo enzimatica foram utilizados 8,5uL de
agua ultrapura, 1,5uL de Tampéo, 5,0uL de produto de PCR e 1U de enzima de
restricdo. As amostras do produto PCR foram submetidas a restricdo enzimética com
a enzima de restricdo Nsp | para a deteccdo do polimorfismo A—G. O Quadro 7
apresenta as condi¢oes da digestdo enzimatica e os fragmentos gerados apos o corte
enzimatico. A observacdo do genotipo foi realizada em eletroforese em gel de

poliacrilamida 12%, a 70 Volts, por 120 minutos.
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Polimorfismo _do RFC-1 A80G (rs 1051266): A amplificacdo por PCR foi

realizada com uma etapa inicial de desnaturacéo por 5 minutos a 95°C, seguida de 35

ciclos com desnaturacéao a 95°C por 1 minuto, anelamento a 58°C por 45 segundos e
extensdo das cadeias a 72°C por 45 segundos. Uma etapa de extensao final foi
realizada a 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados apresentaram 230pb e
foram visualizados em gel de agarose 1,5%, apds eletroforese a 80 Volts, por 45
minutos e observado em luz ultravioleta. Foi utilizado GelRed™ na aplicacdo dos
produtos de PCR no gel. Na reacédo de digestdo enzimatica foram utilizados 4,5uL de
agua ultrapura, 1,5uL de Tampéo, 9,0uL de produto de PCR e 1U de enzima de
restricdo. As amostras do produto PCR foram submetidas a restricdo enzimatica com
a enzima de restricdo Hha | para a deteccao do polimorfismo A—G. O Quadro 7
apresenta as condicdes da digestdo enzimatica e os fragmentos gerados apoés o corte
enzimatico. A observacdo do genotipo foi realizada em eletroforese em gel de
poliacrilamida 10%, a 70 Volts, por 120 minutos.

Quadro 6 - Concentracfes dos reagentes utilizados nas rea¢des de PCR, sequéncias
dos primers, tamanho do produto de PCR e temperatura de anelamento dos
polimorfismos estudados.

. Produto
q Primers MgCl2 °C
i (5-3) (50mM) de(prC):R Anelamento R
MTHFR F-5-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3’ 2,5 198 ob 62°C Coppede
C677T R-5-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’ mM p et al, 2007.
MTHFR F-5-CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTA CTA C-3’ 3,0 163 pb 60°C Q’J‘t“e?;r
A1298C R-5-CAC TTT GTG ACC ATT CCG GTT TG-3’ mM 1098,
MTR  F-5-TGT TCC CAG CTG TTA GAT GAA AAT C- 3’ 2,5 211 ob 60°C Coppedé
A2756G R- 5- GAT CCA AGG CCT TTT ACA CTC CTC -3’ mM p et al, 2007.
MTRR  F- 5-GCA AAG GCC ATC GCA GAA GAC-3’ 3,0 118 ob 62°C Scazzone
A66G  R- 5-AAA CGG TAA AAT CCACTG TAACGG C-3  mM P et al, 20009.
RFC-1 F-5-AGT GTC ACC TTC GTC CC-3’ 15 230 pb sgoC Coppede
A80G R-5-TCC CGC GTG AAG TTC TTG-3’ mM p et al, 2006.

*Foram usadas as seguintes concentracdes nas reacdes de PCR para todos os SNPs estudados:
DNA genbémico: 200ng; Tampéo (10X): 1X; dNTPs: 2mN; Primers (5’- 3’): 20 pmoles; Taq DNA
Polimerase (5U/uL): 1U.

°C: temperatura de Anelamento; Ref.: Referéncia Bibliografica.
Fonte: Autora, 2017.
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Quadro 7 - Condicdes utilizadas nas reacdes de restricdo enzimatica e o tamanho dos
fragmentos gerados apds o corte enzimatico.

- Genotipos e
SNP’s En2|m_a~de Te_mper~atura UChr ho Fragmentos apds Corte
Restrigcao Digestao Digestao S
Enzimatico (pb)
o CC- 198pb;
MR Hinf I - 1U 3rc 12horas  CT- 198, 175 e 23pb;
TT- 175 e 23 pb.
o AA- 56, 31, 30, 28 e 18pb;
'\ggHSFg Mbo Il - 1U 3rc 2horas  AC- 84, 56, 31, 30, 28 e 18pb;
CC- 84, 31, 30, e 18pb.
. AA-211pb;
AQ/IYEZG Hae lll - 5U src 3 horas AG-211, 131 e 80pb;
GG- 131 e 80pb.
. AA- 118pb;
'\A"ggg Nsp | - 1U src 2horas  AG- 118, 94 e 24pb:;
GG- 94 e 24pb.
. AA- 162 pb;
RA';g'Gl Hha | - 1U src 3horas  AG- 162, 125, 68 e 37pb;
GG- 125, 68 e 37ph.

Fonte: Autora, 2017.

2.4.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se os programas de computador
BioEstat 3.0 e Stats Direct. Estatisticas descritivas incluiram valores médios *+ desvio
padrdo para dados continuos e porcentagem para dados categoricos. O teste de Qui-
Quadrado foi utilizado para a comparacdo para as diferencas das distribuicdes
genotipicas e testar o Equilibrio de Hardy-Weinberg. Os modelos de regressao
logistica multipla foram utilizados para determinar o efeito das variaveis analisadas
em SOP, incluindo fatores de risco para a sindrome e dados moleculares.

Os modelos incluiram para os seguintes dados: habito tabagista (referéncia:
ndo fumante), habito etilista (referéncia: ndo ingerir bebida alcodlica) e histérico de
SOP familiar (referéncia: nédo). E para os dados moleculares foram inclusos os
polimorfismos estudados (referéncia: genotipo do homozigoto do tipo selvagem).

O software G POWER 3.1 foi usado para verificar o poder estatistico do estudo
e apresentou 95%, post hoc.

@) programa SNPStats (disponivel em:

<http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats_web>) foi utilizado para o modelo de

regressdo logistica ajustado para a idade e também avaliar a associacdo entre os
polimorfismos e o desenvolvimento de SOP. O efeito dos polimorfismos foi avaliado
pelos modelos de: 1- Codominéncia (homozigoto tipo selvagem x heterozigoético x

homozigoto polimérfico); 2-Dominancia (homozigoto tipo selvagem x heterozigotico +
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homozigoto polimorfico); 3- Recessivo (homozigoto polimérfico x homozigoto tipo
selvagem + heterozigético) e 4- Sobredominancia (homozigoto tipo selvagem +
homozigoto polimérfico x heterozigoto).O haplétipo do gene MTHFR foi inferido
usando o programa SNPStats, verificando a frequéncia populacional estimada dos
haplétipos.

Os resultados do modelo de regressao logistica, foram apresentados em Odds
Ratio (OR) e intervalos de confianca de 95% (IC-95%). O nivel de significancia
considerado foi de 5% (p< 0,05).
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Anélise do polimorfismo do gene MTHFR C677T (rs 1801133)

Na andlise do polimorfismo do gene MTHFR C677T foram genotipadas
amostras 99 casos e 102 controles, totalizando 201 amostras.

Apés digestdo enzimatica, os genoétipos gerados foram: Homozigoto tipo
selvagem - CC (198pb), Heterozigoto - CT (198, 175 e 23pb) e Homozigoto polimorfico
- TT (175 e 23 pb), na Figura 6 esta apresentado a foto representativa do gel de

poliacrilamida. O fragmento com 23pb né&o foi visualizado.

Figura 6 — Foto representativa do gel de poliacrilamida 10%, com os produtos da PCR-
RFLP do polimorfismo do gene MTHFR C677T.

S LR LR R
[CT) ' CTRTTINCC
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175 ph sy

Genotipo CC: Homozigoto tipo selvagem; Gendtipo CT: Heterozigoto; Genétipo TT: Homozigoto
polimérfico; PM-Peso Molecular com 50 pares de bases (pb); ND- produto de PCR que nao sofreu
digestdo enzimatica; TD- Produto totalmente digerido.

Fonte: Autora, 2017.

A Tabela 3 apresenta a analise univariada das frequéncias genotipica e alélica
do polimorfismo do gene MTHFR C677T em mulheres com SOP e controles. A
frequéncia genotipica desse polimorfismo ndo apresentou diferenca estatistica

significativa entre os dois grupos (y“= 1,14; p= 0,56).
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Tabela 3 — Frequéncias genaotipica e alélica das mulheres com Sindrome dos Ovéarios
Policisticos (SOP) e controles (CSOP) para do polimorfismo do gene MTHFR C677T.
Uberaba,MG — 2017,

SOP CSOP 5
N (%) N (%) X b
Frequéncia
Genotipica
CC 46 (46,5) 41 (40,2)
CT 44 (44,4) 48 (47,1) 1,14 0,56
1T 09 (09,1) 13 (12,7)
Frequéncia
Alélica
C 0,69 0,64
T 0,31 0,36

Fonte: Autora, 2017.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi testado pelo teste do ¥?> e mostrou
que a distribuicdo genotipica desse polimorfismo esta em equilibrio para os dois
grupos (x?>= 0,11; p = 0,74 casos, e ¥*> = 0,03; p = 0,86, controles).

2.5.2 Anélise do polimorfismo do gene MTHFR A1298C (rs 1801131)

Na andlise do polimorfismo do gene MTHFR A1298C foram genotipadas
amostras 99 casos e 104 controles, totalizando 203 amostras.

Apés digestdo enzimatica, os genoétipos gerados foram: Homozigoto tipo
selvagem - AA (56, 31, 30, 28 e 18pb), Heterozigoto - AC (84, 56, 31, 30, 28 e 18pb)
e Homozigoto polimérfico - CC (84, 31, 30 e 18pb), a Figura 7 mostra a foto
representativa de um gel de poliacrilamida desses genétipos. Os fragmentos de 31,

30, 28 e 18 pb nao foram visualizados.
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Figura 7 — Foto representativa do gel de poliacrilamida 10% com os produtos da PCR-
RFLP do polimorfismo do gene MTHFR ,0‘\1298C.

Gendtipo AA: Homozigoto tipo selvagem; Gendtipo AC: Heterozigoto; Gendtipo CC: Homozigoto
polimorfico; PM-Peso Molecular com 50 pares de bases (pb); ND- produto de PCR que néo sofreu
digestao enzimatica.
Fonte: Autora, 2017.

A Tabela 4 apresenta a andlise univariada das frequéncias genotipica e alélica
do polimorfismo do gene MTHFR A1298C em mulheres com SOP e controles. A
frequéncia genotipica desse polimorfismo ndo apresentou diferenca estatistica
significativa entre os dois grupos (y“= 0,04; p= 0,98).

Tabela 4 — Frequéncias genotipica e alélica das mulheres com Sindrome dos Ovarios
Policisticos (SOP) e controles (CSOP) para do polimorfismo do gene MTHFR A1298C.
Uberaba,MG - 2017.

Frequéncia
Genotipica
AA 51 (51,5) 55 (52,9)
AC 31(31,3) 32(30,8) 0,04 0,98
CcC 17 (17,2) 17 (16,3)
Frequéncia
Alélica
A 0,67 0,68
C 0,33 0,32

Fonte: Autora, 2017.
O EHW mostrou que a distribuicdo genotipica desse polimorfismo esta em
desequilibrio para os dois grupos (x>= 8,33; p = 0,004 casos, e x* = 8,73; p = 0,003,

controles).



64

2.5.3 Anélise do polimorfismo do gene MTR A2756G (rs 1805087)

Na analise do polimorfismo do gene MTR A2756G foram genotipadas amostras
99 casos e 103 controles, totalizando 202 amostras.

Apés digestdo enzimatica, os genotipos gerados foram: Homozigoto tipo
selvagem - AA (211pb), Heterozigoto - AG (211 e 80pb) e Homozigoto polimérfico -
GG (80pb), e estédo apresentados na foto representativa do gel de agarose da Figura
8.

Figura 8 — Foto representativa do gel de agarose 3% com os produtos da PCR-RFLP
do polimorfismo do gene MTR A2756G.
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Gendtipo AA: Homozigoto tipo selvagem; Gendtipo AG: Heterozigoto; Genétipo GG: Homozigoto
polimérfico; PM-Peso Molecular com 50 pares de bases (pb); ND- produto de PCR que nao sofreu
digestao enzimatica.
Fonte: Autora, 2017.

A andlise univariada das frequéncias genotipica e alélica do polimorfismo do
gene MTR A2756G dos casos e controles esta apresentada na Tabela 5. A frequéncia
genotipica desse polimorfismo ndo apresentou significancia estatistica entre os
grupos (y“= 0,13; p= 0,57).

Tabela 5 — Frequéncias genotipica e alélica das mulheres com Sindrome dos Ovarios
Policisticos (SOP) e controles (CSOP) para do polimorfismo do gene MTR A2756G.
Uberaba,MG - 2017.

Frequéncia

Genotipica
AA 63 (63,6) 58 (56,3)
AG 32 (32,3) 40(38,8) 0,13 0,57
GG 04 (04,0) 05 (04,9)

Continua



65

Concluséo
SOP CSOP
N (%) N (%)
Frequéncia
Alélica
A 0,80 0,76
G 0,20 0,24

Fonte: Autora, 2017.

O EHW mostrou que a distribuicdo genotipica desse polimorfismo estd em
equilibrio para os dois grupos (¥?=0,0006; p= 0,98, casos, e > = 0,33; p = 0,57,
controles).

2.5.4 Anélise do polimorfismo do gene MTRR A66G (rs 1801394)

O polimorfismo do gene MTRR A66G foi analisado atraves da genotipagem de
99 amostras de mulheres com SOP e 103 controles, totalizando 202 amostras.

Apos digestdo enzimatica, os gendtipos gerados foram: Homozigoto tipo
selvagem - AA (118pb), Heterozigoto - AG (118, 94 e 24pb) e Homozigoto polimorfico
- GG (94 e 24pb), e a Figura 9 apresenta a foto do gel de poliacrilamida representativo

desses gendtipos. O fragmento com 24pb nédo foi visualizado.

Figura 9 — Foto representativa do gel de poliacrilamida 12% com os produtos da PCR-
RFLP do polimorfismo do gene MTRR AGGG
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Geno6tipo AA: homozigoto tipo selvagem; Genoétipo AG: heterozigoto; Gendtipo GG: homozigoto
polimérfico; PM-Peso Molecular com 50 pares de bases (pb); ND- produto de PCR que nao sofreu
digestédo enzimética.
Fonte: Autora, 2017.

A andlise univariada das frequéncias genotipica e alélica do polimorfismo do

gene MTR A66G dos dois grupos estudados estd apresentada na Tabela 6. A
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frequéncia genotipica desse polimorfismo ndo apresentou significancia estatistica
entre os grupos (y>= 3,47; p= 0,18).

Tabela 6 — Frequéncias genaotipica e alélica das mulheres com Sindrome dos Ovéarios
Policisticos (SOP) e controles (CSOP) para do polimorfismo do gene MTRR A66G.
Uberaba,MG - 2017.

SOP CSOP 2
N (%) N (%) X b
Frequéncia
Genotipica
AA 34 (34,3) 27 (26,2)
AG 57 (57,6) 60 (58,3) 3,47 0,18
GG 08 (08,1) 16 (15,5)
Frequéncia
Alélica
A 0,63 0,55
G 0,37 0,45

Fonte: Autora, 2017.

O EHW mostrou que a distribuicdo genotipica desse polimorfismo néo esta em
equilibrio para o grupo de mulheres com SOP (y?=5,55; p= 0,02) e esta em equilibrio

para o grupo controle (x? = 3,28; p =0,07).

2.5.5 Anélise do polimorfismo do gene RFC-1 A80G (rs 1051266)

A avaliacdo do polimorfismo do gene RFC-1 A80G foi realizado pela
genotipagem de 95 casos e 98 controles, totalizando 193 amostras.

Apos digestdo enzimatica, os gendétipos gerados foram: Homozigoto tipo
selvagem - AA (162 e 58pb), Heterozigoto - AG (162, 125, 68 e 37pb) e Homozigoto
polimérfico - GG (125, 68 e 37pb), e estdo apresentados na foto do gel de

poliacrilamida representativo da Figura 10. O fragmento com 37pb néo foi visualizado.
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Figura 10 - Foto representativa do gel de poliacrilamida 10% com os produtos da
PCR-RFLP do polimorfismo do gene RFC-1 A80G.
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Genotipo AA: Homozigoto tipo selvagem; Genétipo AG: Heterozigoto; Genétipo GG: Homozigoto
polimérfico; PM-Peso Molecular com 50 pares de bases (pb); ND- produto de PCR que nao sofreu
digestdo enzimatica; TD- Produto totalmente digerido.

Fonte: Autora, 2017.

A analise univariada das frequéncias genotipica e alélica do polimorfismo do
gene RFC-1 A80G das mulheres com SOP e controles esta apresentada na Tabela 7.
A frequéncia genotipica desse polimorfismo apresentou diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos (y?= 8,42; p= 0,01).

Tabela 7 — Frequéncias genotipica e alélica das mulheres com Sindrome dos Ovarios
Policisticos (SOP) e controles (CSOP) para do polimorfismo do gene RFC-1 A80G.
Uberaba,MG - 2017.

SOP CSOP 2
N (%) N (%) X P
Frequéncia
Genotipica
AA 37 (39,0) 26 (26,5)
AG 29 (30,5) 50 (51,0) 8,42 0,01*
GG 29 (30,5) 22 (22,5)
Frequéncia
Alélica
A 0,54 0,52
G 0,46 0,48

*p< 0,05
Fonte: Autora, 2017.

O EHW mostrou que a distribuicdo genotipica desse polimorfismo esta em
desequilibrio para o grupo de mulheres com SOP (x*= 14,01; p= 0,0002, casos) e esta

em equilibrio para o grupo controle (3*> = 0,05; p = 0,83).
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2.5.6 Andlise do Haplotipo do gene MTHFR

A Tabela 8 apresenta os haplétipos que foram construidos com a analise dos
dois polimorfismos do gene MTHFR avaliados nesse estudo (C677T e A1298C), com
a utilizacdo do programa SNPStat. Foi investigada a associacdo desses haplétipos
para verificar a suscetibilidade a SOP. A frequéncia do haplétipo T-C apresentou
diferenca estatistica significativa entre as mulheres com SOP e controles (OR = 0,19;
IC 95% - 0,04 a 0,93 e p=0,042), com maior frequéncia no grupo controle. Enquanto
que os haplétipos C-A, T-A e C-C apresentaram frequéncias semelhantes entre os

dois grupos.

Tabela 8 - Frequéncia dos Hapldétipos dos polimorfismos C677T e A1298C do gene
MTHFR das mulheres com Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) e controles
(CSOP). Uberaba,MG - 2017.

Frequéncia Frequéncia

Haplotipo SOpP CSOP O.R (IC-95%) p
C-A 0,38 0,39 1,00 -
T-A 0,29 0,29 1,07 (0,62-1,82) 0,82
C-C 0,31 0,26 1,53 (0,91-2,56) 0,11
T-C 0,02 0,07 0,19 (0,04-0,93) 0,042*

O.R - Odds Ratio. IC — Intervalo de Confianca. *p <0,05.
Fonte: Autora, 2017.

2.5.7 Andlise de associacao dos polimorfismos estudados

A Tabela 9 apresenta a analise de associacdo dos cinco polimorfismos
avaliados nesse estudo, e foi realizado pelo programa SNPStat. Foram analisados os
gendtipos dos genes estudados em 183 mulheres, 93 com SOP e 90 controles,
ajustando-se para a idade. O polimorfismo MTRR A66G apresentou diferencas
estatistica entre os grupos para o modelo Recessivo (OR=2,97; IC 95% - 1,04 a 8,50;
p=0,035), com uma frequéncia maior de recessivos no grupo controle. O polimorfismo
do gene RFC-1 A80G apresentou diferencas significativas entre 0os grupos para o
modelo de Codominancia (OR = 2,39; IC 95% - 1,15 a 5,00; p=0,049) e
Sobredominancia (OR = 2,15; IC 95% - 1,14 a 4,07; p= 0,017), com maior frequéncia
de heterizogotos nas mulheres do grupo controle. Esses resultados podem sugerir um

papel protetor para a sindrome.
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Tabela 9 - Associacdo dos polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR
A2756G, MTRR A66G e RFC-1 A80G com SOP, ajustado para a idade. Uberaba, MG
—2017.

Modelo Genétipo ﬁ?os/g C‘;,”Eg/f;)'e O.R (IC - 95%) D
MTHFR C677T
CIC 44 (47,30) 39 (43,30) 1,00
Codominancia cIT 42 (4520) 39 (4330)  1,11(0,58-2,12) 0,32
T 07(07.50) 12 (1340) 2,24 (0,77-6,50)
SominAncia cic 44 (47,30) 39 (43,30) 1,00 0.45
CIT-TIT 49(52,70)  51(56.70) 1,27 (0,68-2,35) :
Recessivo CIC-CIT  86(92,50) 78 (86.70) 1,00 014
T 07 (07,50) 12 (1340) 2,13 (0,77-5,88) :
__clc-TIT 51(5480) 51 (56,70) 1,00
Sobredominancia -y 42 (45.20) 39 (43,30) 0,95 (0.51-1,76) 0.87
MTHFR A1298C
AA  48(5160) 48 (53,30) 1,00
Codominancia AIC 29 (31,20) 27(30,00) 0,70 (0,34-1,43) 0,60
ciIC 16 (17,20) 15(16,70)  0.79 (0.34-1.86)
Sominancia AA  48(5160) 48 (53,30) 1,00
AIC-CIC 45 (48,40) 42 (46.70) 0,73 (0,39-1,37) 0,33
Recessive AA-AIC 77 (82.80) 75 (83,30) 1,00
ciIC 16 (17,20) 15(16,70) 0,91 (0.40-2,04) 0,81
Sobredominancia  AVACIC 64 (68,80) 63 (70,00) 1,00
AIC 29 (31,20) 27(30,00) 0,74 (0,37-1,47) 0,39
MTR A2756G
AIA 50 (63,40) 54 (60,00) 1,00
Codominancia AIG 31(33.30)  31(34.40) 1,17 (0.61-2,23) 0,71
G/G 03(03.20) 05(05,60)  1.80 (0,38-8.39)
Sominancia AIA 50 (63.40) 54 (60,00) 1,00 053
AIG-G/G  34(36.60)  36(40,00) 1,22 (0,65-2,29) :
Recessivo AIA-AIG 90 (96,80) 85 (94,40) 1,00 0,49
GG 03(03.20)  05(0560) 1,70 (0.37-7,79)
__ ANAGIG  62(6670) 59 (65,60) 1,00
Sobredominancia AIG 31(33,30)  31(34,40) 1,12 (0,59-2,13) 0.73
MTRR A66G
AIA 33(3550) 25 (27.80) 1,00
Codominéancia AIG 54 (58,10) 51 (56,70) 1,24 (0,62-2,45) 0,09
GIG 06 (06,50) 14 (15.60) 3,40 (1,09-10,67)
Sominancia AIA 33(3550) 25 (27,80) 1,00 0,28
AIG-G/G 60 (6450)  65(72.20) 1,44 (0,74-2,79) :
. AA-AIG  87(9350) 76 (84.40) 1,00 .
Recessivo GG 06 (06,50) 14 (15.60) 2,97 (1,04-8,50) 0,035
__ AAGIG  39(41.90) 39 (43,30) 1,00
Sobredominancia ", 54(58.10) 51 (56,70) 0,91 (0.49-1,69) 0.77
RFC-1 ABOG
AIA 36(38,70) 25 (27.80) 1,00
Codominancia AIG 28(30,10)  45(50,00) 2,39 (1.15-5,00) 0,049%
GIG 29(31.20) 20 (22,20)  1.26 (0.56-2,84)
Sominancia AIA 36(38,70) 25 (27.80) 1,00 0,066

AIG-G/G ~ 57(61,30) 65 (72,20) 1,85 (0,95-3,60)

Continua
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Conclusao

Modelo Genétipo ﬁ?os/g C‘;,”Eg/f;)'e O.R (IC - 95%) D
RFC-1 ABOG

Recessivo MG 200100 20(920)  ors@sorsy 049

soncamoea S0 Blom Ean TR

Odds Ratio (OR) ajustado para idade. IC — Intervalo de Confianca. *p <0,05.
Fonte: Autora, 2017.

2.5.8 Analise da Regressao Logistica Mdltipla

A Tabela 10 mostra os resultados do teste de regressdo logistica multipla
realizado com dados de 85 mulheres com SOP e 84 controles, que possuiam todos
os dados completos. Foram utilizados os fatores de risco para SOP (habito tabagista
e etilista e historico de SOP familiar) e os polimorfismos estudados.

Nessa analise, as variavéis tabagismo (OR = 0,13 ;IC 95% - 0,04 a 0,41 ; p =
0,004) e histérico de SOP familiar (OR = 3,29; IC 95% - 1,48 a 7,31; p = 0,003),
apresentaram diferencas estatisticas significantes entre os grupos, sendo que o
histérico de SOP na familia apresentou mais frequente nas mulheres com SOP.

Tabela 10 - Distribuicéo de fatores de riscos para SOP e os polimorfismos estudados
de mulheres com Sindrome de Ovarios Policisticos (SOP) e controles (CSOP).

Uberaba, MG - 2017.

VARIAVEL SOP CsoP :
ANALISADA N (%) N (%) CUR e P
FATORES DE RISCO
Tabagismo
Sim 05(05,88) 23 (27.38) ] 0,004
N&o 80(94.11) 61 (72.62) 013(0.04-041)
Etilismo
Sim 20(23,53) 24 (28,57) ] 0,01
N0 65 (76.47) 60 (71,43) 0:96(0:44-2.07)
Histérico SOP Familiar
sim 31(36,47) 14 (16,67) ] 0,003
N30 54(6353) 70 (8333) 29 (148-7.31)
POLIMORFISMOS
MTHFR A1298C
AA 42 (49.41) 46 (54,76) 1,06 (0,53-2,13) 0,87
AC/CC 43(50,59) 38 (45.24)
MTHFR C677T
cC 40 (47,06) 37 (44,05) ]
CT/TT 45(5204) 47 (55.95) 1:01(0.50-2.01) 0,98

Continua
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Conclusao
VARIAVEL sop CSOP
ANALISADA N (%) N (%) SR (eeer) P

MTR A2756G

AA 52(61,18)  51(60,71) 0,85 (0,43-1,68) 0,64
AG | GG 33(38,82)  33(39,29)
MTRR A66G

AA 32(37,65)  23(27,38) 0,67 (0,33-1,36) 0,26
AG | GG 53 (62,35) 61 (72,62)
RFC-1 A80G

AA 35(41,18) 24 (28,57) 0,52 (0,25- 1,06) 0,07
AG | GG 50 (58,82) 60 (71,43)

0.R- Odds Ratio; IC - intervalo de confianca. Para a distribuicao dos polimorfismos estudados e fatores
de risco para SOP foram utilizados os modelos de regressao logistica multipla. Os resultados foram
apresentados em OR e IC — 95%. *p < 0,05.

Fonte: Autora, 2017.
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2.6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a associacao de cinco polimorfismos dos genes envolvidos
no metabolismo do folato (MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR
A66G e RFC-1 A80G) em mulheres com SOP e controles em uma populacéo
brasileira. Conforme as evidéncias demonstraram, a SOP € uma doenca multifatorial,
assim torna-se importante considerar que os fatores genéticos também estdo
relacionados com a etiologia da sindrome (KOSOVA; URBANEK, 2013; VEKATESH
et al, 2014; SHIM et al, 2015; JONES; GOOZARDI, 2016; ZHAO et al, 2016).

Por ser uma doenca endocrinoldgica, os estudos relacionados aos genes de
vias metabdlicas podem auxiliar no entendimento do desenvolvimento da SOP.
Portanto, analisar os polimorfismos dos genes de enzimas da via metabdlica do folato
podem fornecer dados relevantes de como essas variantes genéticas poderiam
modular as propriedades estruturais ou funcionais das enzimas, e acarretar para
alteracdes importantes como as mudancas nos padrdes de metilacdo do DNA (NASKI
et al, 2014; KANDI; VADAKEDATH, 2015), que pode influenciar na regulacdo de
genes envolvidos na etiologia ou nos sinais clinicos e/ou bioquimicos da sindrome
(ILLIE; GEORGESCOU, 2015; YU et al, 2015; PRUKSANANONDA et al, 2016), e
também na elevacdo dos niveis de homocisteina, que pode estar associada com a
sindrome, por si, ou has complicacbes da SOP (BADAWY et al, 2007; GUZELMERIC
et al, 2007; PALEP-SINGH et al, 2008; BERKER et al, 2009; IDALI et al, 2012,
SALEHPOUR et al, 2011; SEN et al, 2011).

Nesse estudo, ndo foram observados associacdes entre SOP e os SNPs
C677T e A1298C no gene MTHFR. Para o polimorfismo MTHFR C677T, os resultados
deste trabalho estédo de acordo com os outros estudos que avaliaram a associagao
entre esse polimorfismo e SOP (GLUECK et al 1999; SILLS et al, 2001; TSANADIS et
al, 2002; ORIO et al, 2003; PALEP-SINGH et al, 2007; CHOI et al, 2009; KARADENIZ
et al, 2010; CARLUS et al, 2016; OZEGOWSKA et al, 2016; SZAFAROWSKA et al,
2016). Quatro meta-analises avaliaram a associacédo entre o0 SNP C677T no gene
MTHFR e SOP (BAGOS, 2009; LEE; SONG, 2014; FU et al, 2014; CARLUS et al,
2016). Na meta-andlise de Fu e colaboradores (2014), houve a analise de 9 estudos
de caso-controle, incluindo 638 casos e 759 controles, que compararam as mulheres

das populagcdes europeias e asiaticas. Os pesquisadores concluiram que ha uma
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associacdo do genotipo TT e SOP em mulheres europeias que em asiéticas. As outras
meta-analises ndo encontraram associacao do polimorfismo C677T no gene MTHFR
e a sindrome, o que esta de acordo com os resultados deste trabalho.

Em 2012, Idali e colaboradores realizaram um estudo em mulheres iranianas,
com 71 pacientes e 106 controles, e demonstraram uma associacdo de perda
recorrente de gravidez (RLP, do inglés Recurrent pregnancy loss) e SOP com o
polimorfismo C677T no gene MTHFR. Esses pesquisadores encontraram maior
ocorréncia dos genétipos CT e TT em mulheres com SOP e RLP, portanto, o alelo
polimorfico estava mais frequente em SOP adicionada com RLP. Qi e colaboradores
(2015) realizaram um estudo com 173 mulheres chinesas, 115 com SOP e 58
controles, e encontraram que 0s gendtipos CT e TT estavam associados ao risco
aumentado para SOP. Além disso, os autores desse estudo associaram o genotipo
TT e o risco aumentado de resisténcia insulinica no grupo de mulheres com SOP,
quando comparados com o genétipo CC. O trabalho de Wu e colaboradores (2016)
investigou o SNP C677T no gene MTHFR e SOP em uma populagéo chinesa, o estudo
teve a participacdo de 244 mulheres com SOP e 257 controles, eles também
evidenciaram a associacao do gendtipo TT e o alelo T com o risco aumentado para a
sindrome em uma populacdo estudada. Jain e colaboradores (2012) ndo evidenciou
a relacédo entre SOP e o polimorfismo 677T do gene MTHFR, como em nosso estudo,
mas esses autores demonstraram a associagao entre o polimorfismo e suscetibilidade
com hiperlipidemia em mulheres com a sindrome.

Na literatura ha poucos trabalhos que investigaram a relacdo entre o
polimorfismo A1298C no gene MTHFR e SOP. Neste estudo, ndo foi observada
associacao do polimorfismo A1298C no gene MTHFR e SOP, o que esta de acordo
com outros estudos (PALEP-SINGH et al, 2007; Ql et al, 2015; SZAFAROWSKA et al,
2016). Porém, o resultado deste estudo é contraditério com dois trabalhos
encontrados na literatura. ldali e colaboradores (2012) observaram uma associagao
dessa variante genética e SOP e RLP, na populacdo iraniana estudada. Wu e
colaboradores (2016) apresentaram a associagcdo entre a variante 1298C do gene
MTHFR e risco elevado do desenvolvimento de SOP na populagéo avaliada.

Dois estudos avaliaram os dois polimorfismos do gene MTHFR (C677T e
A1298C) em populagbes e periodos diferentes, e evidenciaram a associacdo entre
esses polimorfismos e SOP, assim essas variantes do gene MTHFR podem

desempenhar um relevante papel na etiologia e patogénese da doenca. (IDALI et al,
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2012; WU et al, 2016), o que nado estd de acordo com os resultados do presente
estudo, que ndo demostraram essa associacdo dessas duas variantes do gene
MTHFR.

Na analise da frequéncia dos haplétipos dos polimorfismos do gene MTHFR
estudados nesse trabalho e SOP, houve uma diferenca entre os grupos para o
haplétipo T-C, evidenciando uma maior frequéncia no grupo controle. Até o momento,
ndo ha na literatura trabalhos que relacionaram analise de hapl6tipo do gene MTHFR
em SOP, este pode ser o primeiro estudo que investigou essa associacdo. O termo
haplétipo pode ser definido como a combinacédo de alelos de multiplos loci localizados
no mesmo cromossomo homélogo, e podem ser herdados juntos (GRIFFITHS et al,
2013). Os haplodtipos surgem como um atributo intrinseco da variagdo genética
populacional (CLARK, 2004), além disso as analises baseadas em haplétipos pode
apresentar melhores resultados para verificar a suscetibilidade de doencas por
multiplos alelos comparado com a andlise de apenas um SNP (MORRIS; KAPLAN,
2002). Um estudo identificou que ha uma troca de bases de T para C na posi¢cdo 1317
(MTHFR T1317C). Porém o SNP MTHFR T1317C esta localizado préximo a posi¢cao
do polimorfismo A1298C no gene MTHFR, e a enzima de restricdo utilizada na
metodologia para genotipagem do polimorfismo MTHFR A1298C, a Mbo II, apresenta
um sitio de reconhecimento para o polimorfismo MTHFR T1317C, e apds o corte
enzimatico, os fragmentos gerados tém tamanhos similares, e pode ocorrer
dificuldade na distingéo entre os alelos A do SNP MTHFR A1298C e o alelo C do SNP
MTHFR T1317C (WEISBERG et al, 1998; SIBANI et al, 1999). Nosso trabalho néo
realizou a genotipagem deste polimorfismo, entretanto um estudo realizado em 2008,
na populacao brasileira, verificou a genotipagem do SNP MTHFR A1298C por duas
técnicas, pela técnica PCR-RFLP e sequenciamento, e ndo foram observadas
diferengas entre as duas técnicas (de ALVARENGA et al, 2008), sendo possivel a
utilizacdo da técnica de PCR-RFLP para a genotipagem do polimorfismo MTHFR
A1298C.

Existe uma grande relevancia em estudos que combinaram a associacao de
SNPs e analise de haplotipos em SOP. Alguns estudos relacionados com genes que
codificam proteinas envolvidas com crescimento e proliferacdo celular (TGF-B e
VEGF-A) e fungdes reprodutivas (INSL3 e SHBG) demonstraram que além de um
determinado gendtipo ou alelo, por si, estar associado ao risco elevado de

desenvolver a sindrome ou apresentar fenétipos relacionados a SOP, a abordagem
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por haplétipo também permitiu avaliar o efeito de mdltiplos alelos na etiologia ou
prevaléncia da doenga (SHAIKH et al, 2015; YANG et al, 2015; ABU-HIJLEH et al,
2016; ROH et al, 2016; SALEM et al, 2016).

O presente estudo ndo encontrou associacao entre o polimorfismo no gene
MTR A2756G e SOP e este resultado esta concordante ao trabalho de Palep-Singh e
colaboradores (2008). Esses autores realizaram um estudo com 71 mulheres, 46 com
SOP e 25 controles, categorizadas em duas etnias: brancas caucasianas (25 SOP e
16 controles) e sul-asiaticas (21 SOP e 9 controles), e investigaram este polimorfismo
em mulheres com SOP, juntamente com outros pardmetros bioquimicos,
hematoldgicos, endocrinolégicos e niveis de homocisteina plasmatica. Nesse estudo
nao foi observada a associa¢édo desse polimorfismo e a sindrome, porém associaram
0 genodtipo AA aos niveis elevados de homocisteina no grupo com SOP. Contudo, ha
pesquisas que demonstraram associagdo entre essa variante e algumas das
consequéncias que podem ocorrer em SOP, como hiperhomocisteinemia (LARAQUI
et al, 2006) e risco de desenvolver doencas cardiovasculares (SING; LELE, 2012,
RAINA et al, 2016).

Este estudo nao realizou a avaliacdo categorizada por etnias. A populacéo
brasileira possui uma heterogeneidade gendmica decorrente do processo de
miscigenacdo desde “descobrimento” do pais. Por meio do estudo de Pena e
colaboradores (2000) que analisou o DNA mitocondrial e do cromossomo Y, o
brasileiro tem descendéncia de trés etnias principalmente: indigena, africana e
europeia, e assim esses autores concluiram que no Brasil a populacdo € miscigenada.
E importante considerar que os estudos de SNPs sdo complexos, pois em uma
determinada populacdo os polimorfismos podem estar associados ou ndo com
doencas, enquanto que em outra populacdo, os resultados podem se apresentar
contraditorios (TANAKA et al, 2014). Devido essa intensa “mistura génica”, os estudos
de variantes genéticas realizadas em nossa populacdo pode apresentar resultados
diferentes daqueles feitos em outros paises.

Na analise do polimorfismo A66G no gene MTRR, n&o foi encontrada
associacao entre o polimorfismo e SOP. Mas a avaliacdo deste SNP, com ajuste para
a idade, apresentou diferenca significativa entre os grupos para o modelo de heranca
recessiva e o genoétipo GG mais frequente no grupo controle. O maior nimero de
individuos homozigotos recessivos no grupo controle pode estar relacionado a um

efeito protetor deste genoétipo na populagéo estudada. Na literatura, até 0 momento
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nao ha estudos que avaliaram o polimorfismo A66G no gene MTRR e SOP. Ha varias
pesquisas que avaliaram este SNP e algumas das consequéncias clinicas da
sindrome: hiperhomocisteinemia (LARAQUI et al, 2006), disfuncées metabdlicas
(JJANG et al, 2014; YANG et al, 2014; LI et al, 2015; ZHI et al, 2016) e aborto
espontaneo (ZHU, 2015). Apenas o trabalho de Jiang e colaboradores (2014)
associou o genotipo GG com os baixos niveis de colesterol e LDL comparados com
0S outros genotipos. Em todos os outros estudos, o alelo polimorfico G estava
relacionado com as disfuncdes citadas. Para as doencgas associadas a SOP, como
doencas cardiovasculares e obesidade, no estudo de Lakshmi e colaboradores (2011)
foi evidenciado risco elevado de desenvolver doencas cardiovasculares para o
polimorfismo A66G no gene MTRR, e Terruzzi e colaboradores (2007) associou 0
genadtipo AG com risco aumento para desenvolver obesidade.

A distribuicdo genotipica da anélise univariada do polimorfismo A80G no gene
RFC-1 apresentou diferenca significativa entre casos e controles, entretanto quando
avaliado o polimorfismo por analise multivariada, onde foram inclusos todos o0s outros
parametros, ndo foram observadas diferencas entre os grupos. Quando analisada
associacao entre o polimorfismo e SOP, ajustado para a idade, nos modelos de
heranca de Codominancia e Sobredominancia também evidenciou-se diferencas
entre 0s grupos e o genodtipo AG mais frequentes no grupo controle. Esses resultados
sugerem que os individuos heterozigéticos pode apresentar efeito protetor para SOP,
na populacédo avaliada. Na literatura ndo ha relatos da avaliacdo entre o0 SNP A80G
do gene RFC-1 e SOP, como também, h& poucos estudos desse polimorfismo e
alguns dos fendtipos ou consequéncias que podem ocorrer na sindrome, como
hiperhomocisteinemia e aborto ou perda recorrente de gravidez.

Sukla e Raman (2012) realizaram um estudo caso-controle em que avaliaram
a contribuicdo de SNPs da via do metabolismo de Hcy e folato (MTHFR, MTR, CBS e
RFC-1) nos niveis de Hcy e também verificaram a relagdo de vitaminas e o efeito dos
genotipos, em uma populacdo indiana. Os pesquisadores concluiram que somente 0
SNP RFC-1 A80G néo interferiu nos niveis aumentados de Hcy, mas o gendtipo AA
apresentou relacdo com os niveis baixos de Hcy. O alelo polimorfico G combinado
com os alelos polimoérficos do gene MTHFR (677T e 1298C) poderiam interferir nos
niveis de Hcy, portanto a combinacdo dos SNPs do MTHFR (C677T e A1298C) e
RFC-1 80G estavam associados com alteracdes nos niveis de Hcy na populacéo

estudada. Em um outro estudo, Li Luo e colaboradores (2015) avaliaram
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polimorfismos do metabolismo do folato (MTHFR, MTR, MTRR e RFC-1) e perda
recorrente de gravidez, e concluiram que a combinacéo dos alelos MTHFR 677T e
1298A, MTR 2756A, MTRR 66A e RFC-1 80G estavam associados com aumento do
risco de perda recorrente de gravidez. Quando realizada a analise multivariada, com
todos os polimorfismos e os fatores sociodemograficos e clinicos, ndo foram
observadas a associacao entre polimorfismo RFC-1 A80G e SOP.

O presente estudo testou o EHW para as frequéncias genotipicas dos cinco
polimorfismos analisados, os polimorfismos MTHFR C677T e MTR A2756G estdo em
equilibrio nos dois grupos, ja para o polimorfismo MTHFR A1298C ha o desequilibrio
nos casos e controles, e os polimorfismos MTRR A66G e RCF-1 A80G apresentou-se
em desequilibrio no grupo de mulheres com SOP e em equilibrio no grupo controle. O
EHW é um dos fundamentos mais importantes da Genética de Populacfes, sendo um
modelo com pressupostos para avaliar pool génico de uma determinada populacéo.
Ha alguns eventos, como o0s sistemas de acasalamento, tamanho da populacdo e
fatores evolutivos que podem atuar sobre as frequéncias génicas nas populacdes
(GRIFFITHS et al, 2013; WAPLES, 2014). Os desvios do EHW também podem ser
indicativo de falhas, como erro de genotipagem, estratificacdo populacional e viés de
selecdo (SALANTI et al, 2005). Quando testado o EHW e encontrado o desequilibrio
entre casos e controles pode ser decorrente da selecdo aleatéria dos individuos
estudados, modelo de doenca adotada e/ou mudancas aleatdrias nas frequéncias
genotipicas em decorréncia de erros de amostragem (deriva genética). Quando nao
h& equilibrio entre os casos, pode estar relacionado com a doenca (com apresentacao
de diferenca estatistica na frequéncia genotipica) ou processo de eliminacéo do alelo
deletério pela acdo da selecdo natural (sem diferenca estatistica na frequéncia
genotipica). E quando os individuos controles estdo em desequilibrio de HW, pode
significar que ha um efeito protetor (XU et al, 2002; LLORCA et al 2005; WITTKE-
THOMPSON et al, 2005).

Na analise multivariada, o histérico familiar de SOP se apresentou mais
frequente entre as mulheres com a sindrome, nesse estudo, demonstrando que os
componentes hereditarios podem estar implicados com a etiologia da SOP, e esse
resultado se encontra de acordo com alguns estudos. Vink e colaboradores (2006),
realizaram um estudo com gémeos na populacdo holandesa, e esses autores
evidenciaram que a sindrome possui uma base hereditaria, e que fatores genéticos

estdao fortemente relacionados com o desenvolvimento da sindrome, e essas



78

informagbes se tornam base importante na justificativa de estudos de genes
suscetiveis a SOP. Ewens e colaboradores (2010) estudaram genes suscetiveis ao
desenvolvimento de SOP em 502 familias que tinham filhas e irmas com SOP e
concluiram que alguns genes estéo relacionados com risco da sindrome.

Neste estudo, houve diferenca significativa entre os grupos para o hébito
tabagista, com maior frequéncia no grupo controle. Esse estudo n&do observou
associacdo do habito de fumar como fator de risco para a sindrome, diferente de
outros estudos que avaliaram o efeito do fumo nas mulheres com SOP, e
apresentaram que mulheres com a doenca e fumantes tém risco aumentado para
disfuncdes endocrinologicas ou desenvolver doencas associadas a sindrome
(CUPISTI et al, 2010; PAU et al, 2013; MOROTTI et al, 2014; XIROFOTOS et al,
2015).

Considerando que as mulheres com SOP podem apresentar niveis
aumentados de Hcy, com possivel consequéncia para hiperhomocisteinemia (de la
CALLE et al 2007; CERQUEIRA et al, 2010; LIN et al, 2013) e também outros
disturbios metabdlicos, a suplementacéo de acido félico pode ser um fator benéfico
para a uma vida mais saudavel das mulheres com a sindrome, principalmente se
essas mulheres estiverem com alteracbes do metabolismo do folato associado as
deficiéncias enziméaticas e polimorfismos genéticos participantes dessa via. Alguns
estudos apresentaram resultados relevantes na suplementacdo de acido folico em
mulheres com SOP, demonstrando que a ingestdo de 1 e/ou 5 mg/dia dessa vitamina
diminuiram os niveis séricos de fatores inflamatérios, perfil metabdlico e
biomarcadores de estresse oxidativos, assim colaborando na melhoria dos aspectos
bioquimicos da sindrome (KAZEROONI et al, 2008; ASEMI et al, 2014; BAHMANI et
al, 2014).

Como limitagdo deste estudo, ndo foram coletados os niveis de Hcy das
participantes do grupo estudado, os dados referentes a suplementacao alimentar nao
foram coletados e também n&o foi possivel a andlise da associagdo dos fatores
bioquimicos e polimorfismos analisados devido a coleta dos dados laboratoriais ter
sido feita por meio dos prontuarios médicos.

Os polimorfismos analisados, assim com o estudo de haplotipo deste trabalho,
podem colaborar no entendimento de como os fatores genéticos podem influenciar

no desenvolvimento e/ou manifestacdes fenotipicas da SOP. Estes SNPs e a
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abordagem por hapl6tipos ainda podem ser grande fonte de estudo para a avaliacdo
de possiveis biomarcadores para a doenca.

Os resultados desse trabalho podem fornecer dados relevantes para futuros
estudos com esse tipo de abordagem e ainda colaborar para o entendimento entre o

metabolismo do folato e a Sindrome dos Ovarios Policisticos.
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3 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados no presente estudo, conclui-se que:

¢ Afrequéncia genotipica do polimorfismo AB0G no gene RFC-1 mostra diferenca
significativa entre as mulheres com SOP e controles. Os homozigotos polimorficos
do SNP MTRR A66G e os heterozigotos para o polimorfismo A80G no gene RFC-
1 se apresentam com maior frequéncia no grupo controle e podem estar
associados aos fatores de protecdo para a sindrome.

¢ O haplotipo T-C dos polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR também
esta mais frequente no grupo controle, que pode estar associado com fator
protetor para a sindrome nessa casuistica;

e Dentre os fatores de risco para a sindrome, o histérico de SOP familiar esta
associado com a doenca, sendo mais frequente no grupo de mulheres com SOP.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Livre e esclarecido
para Pacientes com Sindrome dos Ovarios Policisticos

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO
Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: POLIMORFISMOS GENETICOS EM MULHERES COM
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Em virtude de vocé ter uma doenca denominada sindrome dos Ovarios Policisticos e
esta sendo convidada a participar do grupo de pacientes para um estudo intitulado
“Polimorfismos genéticos em mulheres com Sindrome dos Ovarios Policisticos”. A Sindrome
dos Ovarios Policisticos € uma doenga ginecolégica comum que afeta mulheres em idade
reprodutiva e € caracterizada por irregularidades menstruais e presenga de cistos nos ovarios.
Variantes genéticos podem estar associados ao desenvolvimento desta doenca. Deste modo,
avancos na area da saude ocorrem por meio de estudos como este, por isso a sua
participacao é importante. O objetivo deste estudo é investigar polimorfismos genéticos em
mulheres com sindrome dos ovarios policisticos e sem a doenca (grupo controle). Caso vocé
participe, serd necessario ceder uma amostra de sangue. A colheita de sangue é um
procedimento comum e sera realizada por um profissional habilitado utilizando seringa
descartavel. Vocé podera ter algum desconforto quando receber a picada para colher o
sangue do seu braco.

Vocé podera obter informacdes que quiser e podera nao participar da pesquisa ou
retirar seu consentimento a qualquer momento. Pela sua participacdo no estudo, vocé nao
receberd qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas
necessarias para a realizacao da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu home néo

aparecerad em qualguer momento do estudo, pois vocé sera identificado com um namero.
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MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO
Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Titulo do Projeto: POLIMORFISMOS GENETICOS EM MULHERES COM
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

Eu, li elou

ouvi 0 esclarecimento acima e compreendi para que serve o0 estudo e qual
procedimento a que serei submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e
beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacéo a
qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso nao afetarda meu
tratamento. Sei que meu nome nao serd divulgado, que néo terei despesas e ndo
receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.
Uberaba, ...... e [oiiiiiii.

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade e/ou CPF

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

No caso de dlvidas, entre em contato com um dos pesquisadores integrantes da
pesquisa:

Profa. Dra. Mariangela Torreglosa Ruiz — (34) 3333-5751

Profa. Dra. Alessandra Bernadete Trové de Marqui - (34) 3700-6434

Profa. Dra. Marly Aparecida Spadotto Balarin — (34) 3700-6434

Profa. Ms. Roseane Lopes da Silva Grecco - (34) 3700-6434

Prof. Dr. Marco Fabio Prata Lima

Profa. Dra. Mariana Kefalas Oliveira Gomes

Em caso de duvida em relagdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.



APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Livre e Esclarecido
para Controles

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO
Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: POLIMORFISMOS GENETICOS EM MULHERES COM
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Estamos realizando um estudo denominado “Polimorfismos genéticos em mulheres
com sindrome dos ovarios policisticos”. Em virtude do seu resultado negativo, por meio do
exame clinico para sindrome dos ovarios policisticos, vocé esta sendo convidada a participar
do grupo controle, necessario para toda pesquisa cientifica. A Sindrome dos Ovarios
Policisticos é uma doenca ginecoldgica comum que afeta mulheres em idade reprodutiva e é
caracterizada por irregularidades menstruais e presencga de cistos nos ovarios. Variantes
genéticos podem estar associados ao desenvolvimento desta doenca. Deste modo, avangos
na area da saude ocorrem por meio de estudos como este, por isso a sua participacdo é
importante. O objetivo deste estudo é investigar polimorfismos genéticos em mulheres com
sindrome dos ovarios policisticos e sem a doenca (grupo controle). Caso vocé participe, sera
necessario ceder uma amostra de sangue. A colheita de sangue é um procedimento comum
e sera realizada por um profissional habilitado utilizando seringa descartavel. Vocé podera ter
algum desconforto quando receber a picada para colher o sangue do seu braco. Vocé podera
obter todas as informagfes que quiser e podera ndo participar da pesquisa ou retirar seu
consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento.

Pela sua participacdo no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro, mas
terd a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa nao
serdo de sua responsabilidade. Seu nome nao aparecera em qualquer momento do estudo,

pois vocé sera identificado com um namero.



MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO
Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Titulo do Projeto: POLIMORFISMOS GENETICOS EM MULHERES COM
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

Eu, li elou

ouvi 0 esclarecimento acima e compreendi para que serve o0 estudo e qual
procedimento a que serei submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e
beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacéo a
qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso nao afetarda meu
tratamento. Sei que meu nome nao serd divulgado, que néo terei despesas e ndo
receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.
Uberaba, ...... e [oiiiiiii.

Assinatura do voluntério ou seu responsavel legal Documento de identidade e/ou CPF

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Contato com um dos pesquisadores integrantes da pesquisa:
Profa. Dra. Mariangela Torreglosa Ruiz — (34) 3333-5751

Profa. Dra. Alessandra Bernadete Trové de Marqui - (34) 3700-6434
Profa. Dra. Marly Aparecida Spadotto Balarin — (34) 3700-6434
Profa. Ms. Roseane Lopes da Silva Grecco - (34) 3700-6434

Prof. Dr. Marco Fabio Prata Lima Profa.

Dra. Mariana Kefalas Oliveira Gomes

Em caso de duvida em relagdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.



APENDICE C - QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS SOCIODEMOGRAFICO,
CLINICO E EXAMES BIOQUIMICOS E HORMONAIS

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO- UBERABA-MG

Departamento de Ciéncias Biologicas
Rua Getulio Guarita, 159 — Fone: (34)3318-5909- Uberaba/MG

“POLIMORFISMOS GENETICOS EM MULHERES
COM SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS”

Pesquisadora responsavel:

Profa. Dra. Mariangela Torreglosa Ruiz Cintra
Pesquisadores integrantes da equipe:

Profa. Dra. Marly Aparecida Spadotto Balarin
Profa. Ms. Roseane Lopes da Silva Grecco

Profa. Dra. Alessandra Bernadete Trové de Marqui
Prof. Dr. Marco Fabio Prata Lima

Profa. Dra. Mariana Kefalas Oliveira Gomes

Profa. Dra. Elisabete Aparecida Mantovani R. de Rezende

DADOS SOCIO DEMOGRAFICO, CLINICO E EXAMES
BIOQUIMICOS E HORMONAIS

NOME COMPLETO:
RG HC/UFTM:
DATA DE NASCIMENTO: IDADE:

ESTADO CIVIL:
PROFISSAO:

TELEFONE PARA CONTATO:
ENDERECO RESIDENCIAL:




PARIDADE: GESTA __ PARA__ N_C__ F_) A_ (E_ P_)
PADRAO MENSTRUAL:
Intervalo: Duracéao: Volume:

() Eumenorréia

() Poli/Proimenorréia

() Opso/Espaniomenorréia
() Amenorréia

() Hipo/Oligomenorréia

() Metrorragia

() Hipermenorragia

SPOTTING PRE-MENSTRUAL? ()Sim ()N&o
SPOTTING POS-MENSTRUAL? ()Sim ()N&o
TEMPO DE INFERTILIDADE (ANOS):
ASSOCIAC}AO DE FATORES DE INFERTILIDADE?
() Nao () Sim Qual(is)?

HISTORICO DE SINDROME DO OVARIO POLICISTICO FAMILIAR?
()Nao ()Sim Parentesco:

TABAGISTA? ( )Sim () Néo Cigarros/Dia
ETILISMO? () Sim () Nao Copos/Semana
CO-MORBIDADES? () Nao () Sim Qual(is)?

1) Eclampsia: ()sim ( ) nado

2) Pré-eclampsia: ( ) sim ( ) ndo

3) Hipertensdo: () sim ( ) ndo

4) Diabetes mellitus (tipo 1, 2 ou diabetes gestacional): ( ) sim ( ) néo
5) Artrite reumatoide: ( )sim () nao

6) Arterite de células gigantes: ( )sim ( ) nao

7) Retinopatia diabética: ()sim ( )néo

8) Psoriase ou doenca de Behget: ( ) sim ( ) ndo

9) Lupus eritematoso sistémico: ( ) sim ( )néo

10) Esclerose multipla: () sim ( )néo

11) Carcinoma oral de células escamosas: ( )sim ( ) nao
12) Cirrose biliar primaria: ( )sim ( ) néo

13) Urolitiase: ( )sim ( ) néo

14) Leiomioma: ( )sim ( ) nao

15) Cancer de ovario: ( )sim ( ) nao

16) Cancer de endométrio: ( )sim ( ) néo



DOENCAS CARDIOVASCULARES: ()N&o () Sim Qual(is)?

MEDICACAO EM USO:
EM USO DE MEDICACAO HORMONAL? ( )N&o ()Sim Qual:
HIPERANDROGENISMO:

Exame Clinico: ( ) Sim ( ) Néo

( ) HIRSUTISMO - FERRIMAN

( ) ACNE

( ) OLEOSIDADE PELE E CABELO

( ) QUEDA DE CABELO

PESO: ALTURA: IMC:

CINTURA: PRESSAO ARTERIAL:

ACANTOSE NIGRICANS: ( )SIM () NAO

EXAMES BIOQUIMICOS E HORMONAIS:

FSH: LH: TSH: T4L: PROLACTINA:
TESTOSTERONA: 17-OHP: S-DHEA:

CORTISOL: GLICEMIA JEJUM (GLICOSE):

GPP;

COLESTEROL TOTAL: HDL: LDL: VLDL:
TRIGLICERIDEOS: TGO: TGP: INS.:
UREIA: CREATININA: AC.URICO:

PROGESTERONA:

OUTROS:

US TRANSVARGINAL: ( )NAO ( )SIM

VOLUME UTERINO:

VOLUME ENDOMETRIO:

VOLUME OVARIO DIREITO: Ne FOLICULOS:
VOLUME OVARIO ESQUERDO: Ne FOLICULOS:
OUTROS DADOS:

DATA DA COLETA DE SANGUE: / /

AMOSTRA: ( ) PACIENTE CONTROLE (auséncia de sinais de SOP)
( ) PACIENTE CASO (presenca de sinais de SOP)



ANEXO A — PARECER E EXTENSAO DO COMITE DE ETICA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO
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MINISTERIO DA EDUCALAD
L¥IvERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba{MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CLP
Parecer Consubstanciado
PROFICACCH O BE FROMETO) DE PESOQUISA COM EAVOLYIMEN T DE SERFS HUV AN

TOENTIFICAC A
TITULA DO PROIETO: POLIMOREEMO8 0 GENE PGS B SINEIROME D0 (O ARG POLIUISTIC O
PESQUISRALMERA RESPONSAVEDL: hdaaridngels Tomreglosy Ruis
INSTITUICALD ONDE SF REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA TH ENTRADA NOOFEP/UFTM: 22711:20140
PROICHOTOCEFEP/LUFTM: [ 706

SUMARIO DO PROJETO

1. OBIETIVOS

Fate trabulho objetiva & andlise dos polimortismes 25378 A0C, -1154 GrA, —105 GO ¢ #9360 00T do pene
PO em pacicntes coon sindrome da ovario paliciseicg & @m un grupo contrale.

2, JUSTIFICATIVA

A sindrome do ovario policistico (SOP) representa a doenga endocring mais comuem {15 a 20%) enire as
rmlheres em o idade  reprodutiva, E uma doenca heterescnen  caraclenzada  prncipulownte pors (a)
hipermidropenisma  clinico wou bioguimics: (b} distuncio ovariang ofou morlologis policisticy, © (o)
dislarbies metabdilices asseciados et uma considerivel proporgan de mulheres.

Hi warivs dadus que sugerern 8 eliologia gendtica desta sindrome, dentre eles, estudos de wrresnciio
Larifial gue moscram varios cases de desordens melabllicas na mesma familian fendddpn em heanens
caractericadas por alpumas wllerugdes homonais ¢ ostudos em g@meos, gue demonsicam a inleragdo dos
[alores @ensficos e ambienmais. Alguns genss retn sido relacionade a SO como o5 genes conrelacionados
com a biessintese o produgiio de undrégenos, os genes relacionados & reaisiéncia a insuling & oo genes gue
codifigam citooinas flamatiias

A sindrome do ovdrie polictstico possui etiolozia muliifatoriaf e ponca € conhecida a respeito da origem
acnclica desta sindeome. Amalmente ba teabalhos na literatura que analisam polimerismes para avaliar a
suscetihilidade & sindrome. ha uma grande escasser de frabalhos que analizam o poepolagio brasileita, ¢ os
palimerdisnios a serem avalivdes eddo ainda relacionades & doengas cardiovasculares, que teém uma alia
provaléncia neska sindrome.

3 ESCRICAG E CARACTERIZACAD DA AMOSTRA

Serd avaliado wm total de 50 amostras de zangue periférico procedentes de paeicntes com sindrome do
wano pollcistiva,

O grupn controle serd constitufdo por M1 pacientss sem histbria de hiperandrogenisma. dislungio
menstrual. inlertilidads ou sinal soneerafivo de SOP.

As mulheres avaliadas nessa pesguisa serdn atendidas no Ambulaldrio de Ginccaloglas ¢ Obstelricia du
Universidade Federal do Tridngulo Mioeir (UFTMY pelos ipédicos integrantes da equipe.

4. CRITERIOS DE INCLUSAOQ E EXCLUSAOD

Inclusdo: Scran incluidas neste estudo muiheres com idade superior a 18 anos e mulherss com idade inferior
apds consentimento do respensdvel. pacientes com sindeome de avario policisticn que preencham a criténio de
Rolterdam, que aarabelece a sindrome na presenca de dois dos tnids sinais sepnintes: §1) aligo ou anovulagdo,
(21 hiperandrogenisme clinjeo efon bioguimico. (23 moctilogia policistica do ovario {The Roterdam
ESIIRESASRM Sponsared POOS consansus workshop aroup, 20047,

Fxelusfio: nde serfio avaliadas paciemes com sindrome Jde Coshing, deficiéneia de 21 -hidroxialase, disfungio
du Liredide, hiperprolactinemia, diabetes, tumores secrctores de androgencs. ¢ o uso atual ou no pericda de 6
meses  deanticoncepeicnals  orais,  anli-andrégenos. ssiatinas,  glucocorticodides ou medicagbes  para
enferiilidade.

Avenida Frei Paulinag, 50— 2, anduar -0 EA - Ahuadia - 38012 S-S bernln VG - Telefys [+ 23318 5551
F. mail eepigpesqpg. ofim, edu.br
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COMITE DE ETICA M PESQUISA-CLP
Parcecr Consubstanciado
PROTOIOLD DE FROME LG DF PESUUISA COM ENVOEYVIMENTO DE SERES LILMANUS

IDENTIFICACAD
TIFULO DO PROJE LO: PURUACIISBCS 10O GENT TRGE TR STNDRORME TR O ARIO POLICISTIC0
PLSGUISATHIRA RESPONSAVED: harsdngela Totteglosn Ruix
i INSTITEICRAO ONDE SF REALIZARA 4 PESOLIS A LT
DATA DE ENTRAIRA NO CEP/EFTRM: 22:1 172010 ’
| PROTOCOLO CEMEFTM: 1746

5 ADEQUACAD DA METODOLOGIA

Andlise Molecnlar

Extraciio do DN A penidmice

O DNA gendmico serd obtide por meio da téenica segundo Miller ot al. (1988}, & partir de 5 ml. de sungne

petilérico.

b. I'olimorfismns de comprimenta de Tragmentos de restricio (REFLTY

Os pelinorfismas 4403 G7C, 2578 A/C ¢ 936 CFT serfie investigados por reaciio m cadela da pulimerase
poltmortismo de comptimento de fragmentoe de resteigio (PCR-RFTP),

A reag@n em cadeiz da polimeraze (PCR) com cada marcador sevd pealizada em um volumis loral die 10l

utilizando-s¢ 50 ng de DN Agendmico, G3uM de primer sonse. 3 0¥ de primer antisense, 0w INTE.

1X rampae de resgdine 1.Smh MpCl2, 0.2 onidades de Tag polincrase. A amplificacio por PCR serd

realizada come wna etapa inicial de desnatoracdo por & minuwes o Y550, seguida de 35 ciclos com deshaturagio

u 9570 por W scgundos, anclamento u 30-00°C {dependendo das cxigéneius de cady primer} @ alongamento a

T2°C por 30 sepundas ¢ etapa de extensdio final o 724C, Oy produens do PR serdio visualizados em agd Je

waarose 1A%,

s produlos Je POR serfo sybmetidos & disestle enzimdtica, wtilizandp-se as enzimas adequadus. Os

produlos de POR e de restrigio enetmdlica Faram separadus por eletrolorese em gel de agarose a 2% o

tampdo 1 5E Cleis-LOTA-Boraw], ¢ [dendificados sob (g U apds auloragda com brometo de etfden,

0 Quadre 2 mostea a sequéndias de primers & enzimas de restrigio a serem utilizadas.

Quadro 2 - Primers 2 enzimus de restrico empregados no PCR-BFLP pura deteegdo dos polimor|ismeos de
osipdes - 405 ¢ - 2578 do penc FEGS

Polimerfisma Seyuéncias dos primers Frzimas de restricin |
) (F: forwyrd; Roreversey o . .
. + 405 (wC Fr8  ATTTATTYL IGUTIGLCATL S MeniFl
B3 GIe TOTOCTG TOT GTE 0 Ca 37
- 25TR A Fr5t GOA LGS GG LGA CTA GGT AAGC 3 Tz A1
RS AU OO CTT T CTECAAC S

-0 T F 5 AAGGAAGAGGAGAL TOTGOGOR %la 1 “
L _ R 3TUATOTOOA T GG T LG T TAUAGGE

¢, Diseriminacio alética par PCH em lempo real

Adnvestigaghio du polimorlismes YEGE -1 154 Gi A serd realizada pels ibenica de Diseriminagfio Alélica por
PCR em Tempo Real - SMP Genotyping Assay £Applicd Biosysiems) A reaglo sent realizida em volume
final de 5 pL contende 5 ng de DNA genamicn, 0,908 dos primers sense e anti-sense ¢ (K2 phd das sondas
especificus para coda alelo ovestipgdo, marcadas com Huordfores, ¢ Muster Mix 1X qeoncentragio final}.
Primers ¢ sondas Taghan para deteccdo do polimorfisma VEGE -1 134 GYA encontram-se disponiveis peln
tabricante {Assay 10 - C_I837379-10) As reagios seriic realizadas vm placas de M wells, no equipamente
TR0 Fast Real Time PCR System - Applied Riosestems no Laboratdele Mudtlusudrio da UFTM, O sottware
805 versiio 20 cerd ytilizade para anulisar 4 foorescéneis emitidy em tempe real wo (nal du reagdo de FCR
[leitura cndpaint).

L ||;||il e gpesq g nflm, wdu b
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COMITE DE ETIC A EM PESQUISA-CET

Parecer Consubstanciadao
PROTGCOLG DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLYIMEN LG BE SERCS HLMANOS

IDENTIFICACAD _
UTUULOD BO PROJETO: POLBORELSMES DO GUNE VLG EXCSTNIROMIE L0 Oy ARIO 1OLICTS 1108
PESQUISADCRA RESPONSAYEL: Mariangcta Tareglasa Roiz

INSTITUICAL ONDE SE REA1] FARA A PESOUISA: UFTM

DATA DE ENTRADA MO CEIUFTM: 221172810

PROTOCOLO CEPMAIFTM: 179

3. Analise Estaristica

Para a andlise estatistica serde whilizados os programas crmputacionais Minitab™Windows - Versan 1222,
GruptiPad [nStat - versdo 3.0, Bio Estal vorsdo 1.0 e Stats Direets versdo 14017,

05 dados demopriaficos seedo tabulados por eslatistica descritiva g comparadns pelo J'este Bxato de Fisher.
Este teste fambém serd uliliesdo para as andlises estutisticas ds distribuigBo genolipios ¢ alélica dos
polimortismes. € equilibie de Hardy-Weinberg (HWE} scra realizado pelo teste do gqui-guadrado.

(ks maodelos de regressio bogistica mofupla serho ulilizados purg Jefermimar o efeio das varidveis analizadas
eon sindrome do evdrio policislice. Ok nodelos ineluirdo dade {referéneia: < mediang eoire os dois grupas), e
fatores de risco para a doenga. Os resultados serdo apresentados em odds ratio (OR) & iotervalo de contianga
de 5% (TC 95%40). O nivel de significineia sera estahelecido em 325 (p=0003).

A andlise de haplétipes @ fundamental guando se invesiea uma associagio entre varios polimaerfismos denteo
de um gene. Andlises baseadas om bhaplotipns podem auwxiliar a diferonciar ¢ cfeito verdadeiro de um
polimorfisme de um desequilibric de ligagde por outras variances, esles s30 estatisticamen e supostos. Para cal
andlise serd utilizady v programa Haploview. O eneficiente de desequilibrio de ligaggo € o cocliciente de
correlacdo (R entre as SMP4 rambeim serdo catoulados pela programa Haploview. 0 nivel de sigmificineia
serd estabuelecido vin 3% (p=0.05

6. ADFQUACAO DAS CONDRICOLS

O presente progete sord realizado nos seouimdes laboratanios: Cilegendtica Humana da Diseiplina de Gendlica
du LM, Mualtivsudrics ¢ Laboratdreo do Curso de Licenciatura am Ciéncias Binldgicas, Deste modo, a
LIFTM disponibilizara soma eontrapartids g infrasstrutrs desie Jaborasdric.

(1 Luburtatdrio do cursu de Bicenciatuca em Cléneias Bioldgicas se eocoolea et fase de implantagho. visto que
este curso € nova iniciado no ano de 2009, Alualinente o Laboraldrio consta com u infraestrulura bdsica para
o prepara de solugdes, hd equipameolos coma deiunizador para dgus, estufa de sacazemn, hanho-maria, capela
para manipulagio de deidos, peladeira ¢ vidrarias em geral. Ha a neeessidude da agquisigie de novos
equipamentos para viabilizar os projetos de pesquisa e assion proporcionar candigdes para que o araduandos
cm Ciencias Bicddricas pussam complementar sna formagac,

& Laboraorio de Cilogendlica Huwmana da Disciplina de Genélica da UFTR dispde dos scouintes
equipamentas gue sordo utilizados para exceogdo dosta propeostas cenmifuga, cenlrifuga reltizerada, plimetn,
balunga, banho-muaria. (reesor, (reeeer -7000, capelas de uxe laminar & de exaustio. geladeira, anmchave,
estufd de sccugem de vidraoa, estufa para crescimento celular, sistema de purificagio de dgua. miquina de
PCR. sistema de fotadocumentagdo para péis, cubas de eletrofiorese horizontal ¢ wertical, fonte ¢ micrupipetas.
O Labovatdsio Mubiiusudrio da UFTM dispde de vdrios cquipamentns dendre eles o 7300 Fusl Reul Time PCR
System - Applied Hiosystoms gque sera unilizado neste projeta.

7. ANALISE D) RISCOS K BENEFICIOS

O dnico desconforte setd mo momento da coleta do matereal. por meio de agulha, O material (sangoéh scra
ieolificade ne Laboralann por oumeros € betras. u Nim de preseréar o privacidade e 0 anemimato da pacicnie, a
preservagie da identidade das pacicntes lambem coomesd nus publicagdes clentificas. A publicagdio dos
resultados em revista cientificn secd feita de madu que a paciente ndo seja identificada,

" avenica Frei Pauling, 30 - 2. andar—CEA — Albadia - 30025 1NE U bers ha-R - Telefux L0*=3d 531 5-5
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s benelicios ineluem a possibilidade de ulilizar marcadores molecalares ne diagnastico da sindrome du

avario polizistico.

9, JUSTIFICATIY A DE SUSPENSAD TERAPELTICA (“Wash ou™) = N30 pertinentes,

L0 JESTIFICATIVA DO LSO DE PLACERC — Nio pettinente.

1L GRCAMENTO FINANCEIRG DETALNADO DA PESQUISA

Os luhoratdrios wem infracsiomura parg o desemvalvimento do projete de pesguisa, cenforme detalhado na

item Fo 30 eolanto, o projole secd submetida ao Edital Faperniz 132000 (Progeama Primeiros Mojees PPR)

para aquisicio de squipattientas e magerial de cansuma a fim de incrementar 4 S5orutura jd evistenie.

Fauipamuentos: termociclador, cuba e fome de elerolorese, pipetas, lreezer — R 12,300,080

riaterial de consupme (peiemers, Tag polimerase, enzimas de resticio), plasticos, vidrarias, reagemos e peral
RE 750000

Yalor 1ol RE 20,000,060

Fm case de ndo aprovagiio pela Fapemig, o8 cusios de material de constime secdo custeados por outros

projetes em andamente no baboratdrie. A infra-estrutura descrile oo ftem ) ¢ sulicienle para o

desenyolvimento do prijuelo,

12. FORMA E VALOR DA REMUNERAG A DO PESQUISADOR

O pesquisador nfio t2rd remuneragiio além daquets refercnte ao curpo de prolessor adjounee da UFTM,

L3, ADFOUAC 3O O TERMO DE CONSENTIMENTO E FORMA DE OI'E-LO

O Termo esld adequade e serd obtide pela equipes de pesquisadores cm uma sala do Ambulawrio de

Ginecologia ¢ Obstetricia da 1VFTM.

4. ESTRUTUHA [} PROTOCOL — O protognlo estd adequadn pura atender as delermuinagées da

Resolugdn OIS 190596, .

15, COMENTARIOS DO RELATOR. FRENTE A RESOLLCAD ONS  19%% E

COMPLEVENTARES

PARECER DO CEF: APROVADO
1Y relatorio anual on final deverd ser encaminhade wm ano apds o inicie de processo).
DATA DA REUNIAGD: 317032013

Prof. Ana Palndra L]
E_:L'llﬁl'gltl al'] T
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ANEXO B - VALORES DE REFERENCIA PARA OS RESULTADOS DE EXAMES
BIOQUIMICOS E HORMONAIS ESTABELECIDOS NO SERVICO DE
PATOLOGIA CLINICA DO HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO E VALORES

DE REFERENCIA PARA CLASSIFICACAO DO IMC:

FSH -F.F. ;2,5 a 10,2 mUl/mL

F.O.: 3,4 a 33,4 mUIl/mL

F.L.:1,5a9,1 mUl/mL
LH- F.F.:1,9a 12,5 mUl/mL

F.O.: 8,7 a 76,3 mUIl/mL

F.L.:0,5 a 16,9 mUI/mL
FUNCAO LH/FSH INVERTIDA -<25
TSH - 0,270 a 4,200 mUl/mL
T4 LIVRE - 0,9 a1,7 ng/dL
TESTOSTERONA TOTAL - 8,4 a 48,1 ng/dL
17- a-HIDROXIPROGESTERONA —
F.F.: 20 a 130 ng/dL
F.L.: 100 a 450 ng/dL
S-DHEA - 35 a 430 mg/dL
CORTISOL- 7h as 10h- 6,2 a 19,40 pg/dL

16h as 20h- 2,3 a 11,9 ug/dL

COLESTEROL TOTAL - <200 mg/dL
HDL - >40 mg/dL
LDL - até 159 mg/dL
VLDL - <40 mg/dL
N&o HDL - <160 mg/dL
TRIGLICERIDEOS - <150 mg/dL
GLICOSE - 60 a 99 mg/dL
GLICEMIA APOS INGESTAO- < 140 mg/dL
GLICEMIA POS-PRANDIAL- < 145 mg/dL
INSULINA BASAL - 1,9 a 23 mcUl/mL
INSULINA POS-PRANDIAL- <150 mcUl/mL

PCR - <0,5 mg/dL
ACIDO URICO - < 5,7 mg/dL
TGO - Até 32 U/L
TGP - Até 33 U/L
UREIA - <50 mg/dL
CREATININA - 0,4 a 1,4 mg/dL
PROLACTINA - 4,79 a 23,3 ng/mL
PROGESTERONA - F.F.:0,2 a 1,25 ng/dL,;
F.L.:1,1 a 27,0 ng/dL;
F.0.:3,34 a 25,56 ng/dL
SODIO - 136 a 145 mmol/L
POTASSIO - 3,5 a 5,1 mmol/L
CALCIO - 8,4 a 10,2 mg/dL
(adulto de 12 a 60 anos)
MAGNESIO - 1,7 a 2,5 mg/dL
FOSFORO - 2,7 a 4,5 mg/dL
FERRITINA - 10 — 100 ng/mL
ACIDO FOLICO - 4,6 a 18,7 ng/mL
VITAMINA B12 - 211 — 946 pg/mL
IMC — < 18,49 Kg/m? — Baixo peso
18,50 a 24,99 Kg/m?— Eutrdfico (ideal)
25,00 a 29,99 Kg/m? — Sobrepeso
>30,00 Kg/m? - Obesidade

Observacoes: F.F.: Fase Folicular;

F.O.: Fase Ovulatoria;
F.L.: Fase Lutea.








