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RESUMO
Objetivo: Verificar a incidência da mutação G679A no éxon 2 do 
gene da inibina alfa (INHA) em mulheres com amenorreia secundária 
e diagnóstico de insuficiência ovariana prematura e em controles. 
Métodos: Uma amostra de 5mL de sangue periférico foi coletada de 
todos os participantes do estudo em tubo de EDTA e utilizada para a 
extração de DNA. Para o grupo de pacientes, foram coletados também 
5mL de sangue em tubo contendo heparina para realização de cariótipo, 
e 5mL um tubo seco para dosagem de hormônio folículo-estimulante. 
As amostras de pacientes e controles foram inicialmente submetidas 
à análise da variante G679A no éxon 2 do gene INHA pela técnica 
de PCR-RFLP. As amostras de pacientes com insuficiência ovariana 
prematura após PCR-RFLP foram submetidas ao sequenciamento de 
Sanger dos éxons codantes 2 e 3. O sequenciamento foi realizado 
em equipamento ABI 3500 GeneticAnalyzer, e os resultados foram 
avaliados pelos programas SeqA and Variant Reporter. Resultados: 
Foram avaliadas amostras de 70 mulheres com insuficiência ovariana 
prematura e de 97 controles férteis. A variante G769A foi encontrada 
em apenas uma paciente do Grupo Insuficiência Ovariana Prematura e 
em nenhum controle, e parece ser rara nas pacientes brasileiras com 
insuficiência ovariana prematura. Este polimorfismo foi previamente 
associado à insuficiência ovariana prematura em diversas populações 
no mundo. Conclusão: O estudo evidenciou que há heterogeneidade 
genética quanto ao INHA em diferentes populações e entre as causas 
de insuficiência ovariana prematura. 

Descritores: Menopausa precoce; Folículo ovariano; Mutação; Polimorfismo 
genético; Inibinas

ABSTRACT
Objective: To verify the incidence of the G679A mutation in exon 2 of 
the gene inhibin alpha (INHA), in women with secondary amenorrhea 
and diagnosis of premature ovarian insufficiency, and in controls. 
Methods: A 5mL sample of peripheral blood was collected from all 
study participants in an EDTA tube and was used for DNA extraction. 
For the patient group, 5mL of blood were also collected in a tube 
containing heparin for karyotype, and 5mL were collected in a dry 
tube for follicle stimulant hormone dosage. All patient and control 
samples were initially submitted to analysis of the G679A variant 
in exon 2 of the INHA gene by PCR-RFLP technique. Samples from 
patients with premature ovarian insufficiency after PCR-RFLP were 
submitted to Sanger sequencing of the encoding exons 2 and 3. 
Sequencing was performed on ABI 3500 GeneticAnalyzer equipment 
and the results were evaluated by SeqA and Variant Reporter software. 
Results: Samples of 70 women with premature ovarian insufficiency 
and 97 fertile controls were evaluated. The G769A variant was found in 
only one patient in the Premature Ovarian Insufficiency Group and in no 
control, and it appears to be rare in Brazilian patients with premature 
ovarian insufficiency. This polymorphism was previously associated 
to premature ovarian insufficiency in several populations worldwide. 
Conclusion: There is genetic heterogeneity regarding the INHA gene 
in different populations, and among the causes of premature ovarian 
insufficiency.

Keywords: Menopause, premature; Ovarian follicle; Mutation; Polymorphism, 
genetic; Inhibins
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INTRODUÇÃO
A falência ovariana prematura (FOP), que recentemen-
te passou a se chamar insuficiência ovariana prematu-
ra (IOP), é um processo no qual o declínio gradual da 
função ovariana resulta em falência da foliculogênese 
antes dos 40 anos de idade. Caracteriza-se pela ausên-
cia de menstruação por um período superior a 4 meses 
(amenorreia secundária), mas pode se manifestar antes 
da menarca, levando à amenorreia.(1) Em 2015, as dire-
trizes da European Society of Human Reproduction and 
Embryology (ESHRE) definiram como critério para a 
IOP a observação de duas dosagens de hormônio folí
culo-estimulante (FSH - follicle stimulanting hormone) 
superiores a 25UI (unidades internacionais), feitas em 
um intervalo de 4 semanas. 

A incidência de IOP em pacientes com cariótipo 46, 
XX é de 1:1.000 até os 30 anos de idade, 1:250 aos 35 
anos e 1:100 aos 40 anos.(2) A prevalência da IOP em 
pacientes com amenorreia primária é de 10 a 28% e de 
4 a 18% naquelas com amenorreia secundária.(3,4) As 
causas da IOP englobam um amplo espectro que vai 
desde doenças autoimunes até condições iatrogênicas, 
mas a forma esporádica da IOP é a mais comum.(5) Em 
cerca de 5% dos casos, há história familiar positiva, o 
que sugere predisposição genética à doença.(6) 

Embora representem apenas uma pequena fra
ção dos casos, as anomalias do cromossomo X (13%), 
a autoimunidade (30-40%) e a pré-mutação do gene  
fragile X mental retardation 1 (FMR1) (6%) foram as
sociadas à IOP.(7) Ainda, a literatura descreve poli
morfismos e mutações em vários genes relacionados 
com a forma esporádica da IOP, inclusive o gene do 
receptor do hormônio folículo estimulante (FSHR), o 
gene do receptor do hormônio luteinizante (LHR) e o 
gene da inibina alfa (INHA).(8-14)

Shelling et al.,(15) estabeleceram a primeira evidência 
de um vínculo genético entre a inibina e a IOP, por aná-
lise citogenética de uma paciente com IOP que tinha o 
cariótipo 46,XX,t(2;15)(q32.3;q13.3). O gene da INHA 
localizava-se em 2q33-36, e este rearranjo forneceu uma 
pista de que a inibina poderia desempenhar um papel 
no desenvolvimento da IOP.

As inibinas são glicoproteínas diméricas predomi-
nantemente produzidas nas gônadas.(16) Elas atuam 
regulando a secreção de FSH no ciclo menstrual nor-
mal, processo este que permite a ovulação de um único 
folículo maduro.(17) As subunidades da inibina são codi-
ficadas por três genes separados: INHA, inibina beta A  
(INHBA) e inibina beta B (INHBB), que foram mapeadas 
em 2q33-qter, 2cen-q13 e 7p15-p14, respectivamente.

Estudos anteriores(15,18) sugerem o envolvimento da 
inibina A na etiologia da IOP, uma vez que defeitos na 
secreção da inibina podem causar aumento na concen-

tração de FSH, recrutamento de folículos, alteração e 
depleção prematura do pool de folículos.(15) A análise 
funcional in vitro(19) forneceu evidência de que a variante 
G769A pode aumentar a suscetibilidade à IOP com de-
ficiência da bioatividade da INHBB. 

OBJETIVO
Verificar a incidência da mutação G679A no éxon 2 do 
gene da inibina A (INHA) em mulheres com amenor-
reia secundária diagnosticadas com insuficiência ovaria-
na prematura idiopática e em controles.

MÉTODOS
Setenta pacientes diagnosticadas com IOP foram re-
crutadas no Centro de Reprodução Humana e Genética 
da Faculdade de Medicina do ABC, Santo André, São 
Paulo, de janeiro de 2008 a julho de 2016. Elas foram 
submetidas à anamnese e à avaliação ginecológica deta-
lhadas. Os critérios clínicos para a IOP estavam de acordo 
com as diretrizes da ESHRE de 2015. Um fato impor-
tante da anamnese dessas mulheres com IOP foi a quei-
xa de infertilidade. Como critério de inclusão, todas as 
pacientes apresentavam cariótipo normal.

O Grupo Controle incluía 97 mulheres saudáveis que 
entraram na menopausa fisiológica após os 48 anos de 
idade, férteis, com histórico menstrual normal, menstrua
ções regulares (duração de 25 a 35 dias), sem histórico 
pessoal ou familiar de menopausa prematura ou pre-
coce, e sem consumo de contraceptivos orais ou outros 
medicamentos hormonais no momento do recrutamento. 
A participação foi voluntária, e todas as mulheres assi-
naram um Termo de Consentimento esclarecido apro-
vado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Medicina do 
ABC, sob o número de protocolo 184/2007. 

Todas as pacientes foram submetidas a um exame 
clínico completo, com anamnese médica e ginecológica 
completas, incluindo a saúde reprodutiva da mãe da pa-
ciente, histórico familiar, consanguinidade e outras con-
dições genéticas existentes na família, idade da menarca 
e idade da menopausa.

Foi coletada uma amostra de 5mL de sangue periféri-
co das participantes do estudo em tubo EDTA para ex-
tração de DNA, utilizando-se o kit GE Spin Blood Mini 
Kit genomic Prep. 

As pacientes e os controles foram primeiramente 
submetidos ao polimorfismo no comprimento de frag-
mentos de restrição obtido após amplificação da reação 
em cadeia da polimerase (RFLP-PCR). As reações foram 
realizadas de acordo com Jeong et al.,(20) com 100ng de 
DNA, iniciadores (5nM; forward: 5’GGCCCACACTCG- 
GACCAGAC3’; reverse: 5’ AGCCCACAACCACCAT- 
GACAGTAG 3’), 10% de tampão para PCR, 50nmol 
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de desoxinucleotídeos trifosfato (dNTPs) e 1 unidade 
(U) de Taq DNA polimerase em um volume final de 
50mL. As condições da PCR foram: desnaturação a 94°C 
por 5 minutos, 30 ciclos (45 segundos a 94°C; 45 segun-
dos a 65°C; e 1 minuto a 72°C) e extensão de 10 minutos 
a 72°C. Para a digestão enzimática, foram utilizados 8ul 
da amostra, 2U da enzima de restrição BbvI, tampão (1x) 
e água esterilizada. A mistura foi incubada a 37°C por 3 
horas e inativada a 65°C por 20 minutos, sendo, então, 
submetida à eletroforese em gel de agarose a 3%. Após 
a digestão, o alelo mutante apresentou fragmento com 
203 pares de bases (pb), e o alelo normal apresentou dois 
fragmentos, um com 85 e outro com 159 pb. O hetero
zigoto apresentou três fragmentos: 203, 159 e 85 pb.

Após a análise RFLP, decidimos realizar o sequen-
ciamento Sanger dos éxons codantes 2 e 3 do gene 
INHA. Eles foram amplificados por PCR, a partir de 
100ng de amostra de DNA na presença de 5nmol de 
cada primer (iniciador; forward: 5’ GCCCACACTCG-
GACCAGAC 3’; reverse 5’ CGTGAGAAGGTTGGG-
CACTG 3’), purificados com o kit STRATEC e prepa-
rados para sequenciamento utilizando-se o BigDye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, de acordo com 
o protocolo do fabricante (AppliedBiosystems, Foster 
City, CA, EUA). O sequenciamento foi realizado em um 
ABI 3500 GeneticAnalyzer, e os resultados foram avalia-
dos pelos programas SeqA e VariantReporter. A análise 
estatística foi realizada com o programa Stata 11. O teste 
exato de Fisher foi realizado para comparar a incidência 
de genótipos e alelos entre as amostras dos grupos IOP 
e controle.

RESULTADOS
Foram investigadas 70 mulheres com IOP idiopáti-
ca confirmada, com média de idade 36,0 anos (±7,49 
anos). Levando em consideração o Grupo Controle, a 
média de idade foi 48 anos. A média de idade do último 
período menstrual nas pacientes com IOP foi 31,5 anos 
(±6,59 anos). Os sintomas mais comumente relatados 
nas consultas médicas foram fogachos, infertilidade, di-
minuição da libido e atrofia do trato geniturinário. A 
dosagem média de FSH foi de 64,3mIU/mL. De acordo 
com o RFLP-PCR e a análise sequencial das amostras, 
somente uma paciente mostrou-se heterozigota para a 
mutação G769A (Tabela 1).

DISCUSSÃO
A produção deficiente de inibina foi associada à meno
pausa natural e ao desenvolvimento da IOP. Níveis eleva-
dos de inibina A encontrados em mulheres com IOP são 
semelhantes aos observados nas mulheres pós-meno-
pausadas.(21) Vários estudos sugerem que a diminuição 
dos níveis de inibina nas mulheres em período perime-
nopáusico, associada ao aumento concomitante da do-
sagem de ativina A, pode ser responsável pela dosagem 
elevada de FSH, que é característica do envelhecimento 
da função reprodutiva. Embora a redução do índice ini-
bina/ativina observado durante a menopausa provavel-
mente ocorra devido à síntese deficiente de inibina,(22) 
a falência ovariana pode ser considerada resultado das 
mutações no gene INHA, que causariam a diminuição 
da concentração da inibina e, consequentemente, o au-
mento nos níveis de FSH.

A presença da substituição G769A no éxon 2 do 
gene INHA foi estudada pela primeira vez por Shelling 
et al.,(15) em 3 de 43 mulheres com IOP, em comparação 
com um de 150 controles. Mais tarde, Marozzi et al.,(18) 
relataram que a transição G769A era significativamente 
mais frequente em pacientes com IOP (7 de 157) do que 
no Grupo Controle (zero de 100). A hipótese levantada 
é a de que esta substituição prejudicaria a afinidade da 
inibina por seu receptor.(15) Essa mutação também foi 
detectada em 9 de 80 pacientes com IOP, e em nenhum 
de 100 controles na Índia.(23) Prakash et al.,(24) encontra-
ram esta mutação em 13 de 100 mulheres hindus com 
IOP e em 2 de 50 controles. Também encontraram três 
novas variantes do gene INHA em uma paciente com 
IOP. No entanto, um estudo coreano não demonstrou 
a substituição G769A em nenhuma de um grupo de 84 
pacientes com IOP nem em 100 controles.(20) Além do 
mais, o significado funcional do aminoácido variante do 
códon 257 ainda é desconhecido, pois nenhum estudo 
funcional foi realizado até agora. Outro estudo sobre a 
transição G769A foi realizado por Sundblad et al.,(25) na 
Argentina, e também não encontrou nenhuma associa-
ção entre a mutação G769A e a IOP, na avaliação de 59 
pacientes e 73 controles.

Outras mutações do gene INHA também foram 
associadas à IOP. Os estudos de Harris et al.,(26) Woad 
et al.,(27) e Dixit et al.,(28) com populações da Nova  
Zelândia, Eslovênia e Índia, observaram diferenças sig-
nificativas da frequência alélica na região promotora do 
gene INHA entre os grupos IOP e controle, concluindo 
que estas variações tinham relação com a manifestação 
da IOP. Para tentar esclarecer um pouco os resultados 
contraditórios da associação entre os polimorfismos 
do gene INHA e a IOP, Zintzaras et al.,(29) realizaram 
metanálise das mutações INHA G769A, C16T, A124G 
e sua associação à IOP. Levando em consideração os  

Tabela 1. Genótipo e distribuição alélica do polimorfismo G769A do gene INHA em 
pacientes brasileiras com insuficiência ovariana prematura e em controles

Grupo
Genótipos Distribuição alélica

GG GA AA Valor de p G A Valor de p

IOP 69 1* 0 0,416 139 1 0,419

Controle 97 0 0 194 0
* A frequência do alelo A em nossa amostra brasileira foi de 0,003. 
IOP: insuficiência ovariana prematura.
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dados cumulativos, nenhuma das mutações mostrou 
estar associada à IOP. Somente houve indício de associa-
ção à mutação INHA G769A em indianas asiáticas.

O presente estudo avaliou um grupo de 70 mulheres 
com IOP e um Grupo Controle composto de 97 mulheres 
com mais de 40 anos e com ciclos menstruais normais. A 
substituição G769A no éxon 2 do gene INHA foi encon-
trada em uma paciente, e em nenhuma do Grupo Con-
trole (frequência alélica de 0,003). Nenhuma diferença 
estatística foi observada entre os grupos. Este resultado 
confirma o que foi observado nos estudos de Sundblad 
et al.,(25) e de Jeong et al.,(20) e sugere que a alteração 
G769A seja incomum em mulheres brasileiras com IOP. 

Uma limitação do presente estudo foi o tamanho da 
amostra. Isso aconteceu devido à raridade da percepção 
do evento, uma vez que muitas mulheres em idade re-
produtiva utilizam contraceptivos orais que “mascaram” 
as menstruações irregulares. Além disto, nossa amostra 
foi rigorosamente selecionada, estando livre de cariótipos 
anormais e pré-mutação do gene FMR1. A amostra tam-
bém é maior do que a da maioria dos artigos publica-
dos sobre IOP. A despeito desta limitação, este estudo 
fornece evidências de heterogeneidade genética no gene 
INHA em diferentes populações e na etiologia da IOP. 

A insuficiência ovariana prematura é uma doença 
complexa, determinada por interações entre fatores ge-
néticos e ambientais, e seria de grande interesse caracte-
rizar a real relação entre as inibinas e a IOP em grande 
número de casos.

CONCLUSÃO 
O estudo mostrou que há heterogeneidade genética 
relacionada ao gene INHA em diferentes populações e 
em meio às causas da insuficiência ovariana prematura.
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