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RESUMO

INTRODUGCAO: O desenvolvimento sexual humano é um processo que depende do
funcionamento integro de diversos genes e suas proteinas. Defeitos em algum desses
componentes podem causar os distdrbios da diferenciacdo do sexo (DDS). Os DDS séo
condicdes congénitas em que alteracbes genéticas levam ao desenvolvimento atipico do sexo
cromossodmico, gonadal e/ou anatémico. O termo DDS, adotado a partir do Consensus
Statement on Management of Intersex Disorders, substitui termos considerados pejorativos e
estigmatizantes, tais como hermafroditismo, pseudo-hermafroditismo, entre outros. Os DDS
podem resultar de variagdes em genes envolvidos na determinacédo e diferenciacdo sexual,
acarretando em disturbios na esteroidogénese gonadal e/ou adrenal, sendo classificados em
trés grupos, de acordo com o caridtipo: DDS 46,XY; DDS 46,XX; e DDS associados a
anormalidades cromossdmicas. O grupo DDS 46,XY, foco deste trabalho, é caracterizado por
sua complexidade genética e sobreposicao fenotipica, onde o esclarecimento etioldgico desses
casos é realizado através de investigacdo molecular em genes envolvidos na determinacao e
diferenciacdo do sexo. OBJETIVO: Realizar a investigagdo molecular em uma serie de casos
de DDS 46,XY sem etiologia esclarecida. METODOLOGIA: A partir de uma amostra de 58
casos de DDS 46,XY atendidos no Servico de Genética Clinica do Hospital Universitario
Professor Alberto Antunes (HUPAA), foram selecionados 10 casos para estudo. Para a
selecdo das amostras, foram adotados 0s seguintes critérios: sequenciamento prévio dos genes
AR e SRD5A2, ndo possuir alteracdes patogénicas identificadas nesses genes e amostra de
DNA disponivel para estudo. A primeira etapa da investigacdo molecular constituiu-se do
sequenciamento do gene HSD17B3 pelo método de Sanger, realizado no Laboratério de
Genetica Molecular Humana do HUPAA/UFAL. A segunda etapa, para aqueles casos em que
ndo foram identificadas alteracfes patogénicas no gene HSD17B3, o sequenciamento de nova
geracdo (NGS) de 18 genes relacionados com DDS 46,XY, foi realizado no Nucleo de
Sequenciamento de Larga Escala da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
RESULTADOS E DISCUSSAO: N&o foram identificadas alteracdes patogénicas no gene
HSD17B3 em nenhum dos casos selecionados. J& através do NGS, foram identificadas
alteragOes em quatro casos. No caso DDSXY-03, foi identificada a hemizigose da alteracéo
¢.89G>T (p.Arg30lle) no gene SRY; no caso DDSXY-04, foi identificada a heterozigose da
alteracdo ¢.565C>T (p.Arg189Cys) no gene FKBP4; no caso DDSXY-07, foi identificada a
heterozigose da alteracdo ¢.2389C>G (p.Leu797Val) no gene DHX37; e no caso DDSXY-10,
foi identificada a heterozigose da alteracdo ¢.250C>G (p.Arg84Gly) no gene NR5AL. A
alteracdo p.Arg84Gly néo foi previamente descrita na literatura, a p.Leu797Val foi descrita
como variante de significado incerto e a alteracdo p.Arg189Cys foi reportada em bases de
dados, sem referéncia da condicdo clinica associada. Ja a alteracdo p.Arg30lle foi descrita em
casos de disgenesia gonadal 46,XY. Nas analises preditivas in silico, as alteracdes
p.Argl89Cys; p.Leu797Val e p.Arg84Gly se mostraram deletérias. De acordo com a
literatura, a frequéncia de pacientes diagnosticados com DDS 46,XY sem etiologia
esclarecida, pode variar entre 33%-80%, mesmo com 0s avangos nas ferramentas de
elucidagio diagndstica. CONCLUSAO: Neste estudo, 40% da amostra apresentou alteracdes
em genes que sdo fundamentais na determinacao/diferenciacdo do sexo e permanecem em
investigacdo da possivel correlacdo gendtipo-fenétipo. J& 60% permanecem em investigacao
visando a identificacdo de alteracGes patogénicas que possam justificar o fendtipo. A anélise
funcional das alteracfes aqui identificadas, sdo necessarias para a correta correlacdo gendtipo
fenotipo em cada caso. Os resultados deste estudo reforcam a complexidade da elucidagéo
etiologica dos DDS 46,XY.

Palavras-chave: DDS 46,XY, Diagndstico Etiologico, Sequenciamento



ABSTRACT

INTRODUCTION: Human sexual development is a process that depends on the normal
functioning of several genes and their proteins. Defects in these components can lead to
disorders of sexual development (DSD). DSDs are congenital conditions in which genetic
alterations lead to atypical development of chromosomal, gonadal, and/or anatomical sexual
development. The term DDS, adopted from the Consensus Statement on Management of
Intersex Disorders, replaces terms considered pejorative and stigmatizing, such as
hermaphroditism, pseudohermaphroditism, and others. DSD can result from variations in
genes involved in sexual determination and differentiation, resulting in disorders in gonadal
and/or adrenal steroidogenesis. DSD 46,XY; DSD 46.XX; and DSD associated with
chromosomal abnormalities are the classifications of DSD. The DSD 46,XY, focus of this
research, is characterized by genetic complexity and phenotypic overlap, where the etiological
diagnosis is carried out through molecular investigation. AIM: Molecular investigation in
46,XY DSD cases. METHODS: Ten cases were selected for the study. For sample selection,
the following criteria were adopted: prior sequencing of the AR and SRD5A2 genes, no
pathogenic alterations identified in these genes, and DNA sample available for investigation.
The first molecular analysis was the Sanger sequencing of the HSD17B3 gene. The second
was the next-generation sequencing (NGS) of 18 genes related to 46,XY DSD. RESULTS
AND DISCUSSION: The HSD17B3 sequencing was normal in all cases. The NGS revealed
alterations in four cases: DDSXY-03 was identified as ¢.89G>T alteration hemizygosity in the
SRY gene; in the DDSXY-04 case, the c.565C>T heterozygosity in the FKBP4 gene; the
DDSXY-07 revealed the heterozygosity of ¢.2389C>G (p.Leu797Val) in the DHX37; and the
heterozygosity ¢.250C>G alteration in NR5AL in the DDSXY-10. The p.Arg84Gly alteration
was not previously described in the literature, the p.Leu797Val was described as a variant of
uncertain significance and the p.Arg189Cys alteration was reported in databases, without
reference to the clinical condition associated. The p.Arg30lle alteration has been described in
46,XY gonadal dysgenesis cases. The results of in silico predictive analyses of p.Arg189Cys;
p.Leu797Val and p.Arg84Gly alterations were deleterious. According to the literature, 33%-
80% of patients diagnosed with 46,XY DSD remain without etiology elucidated.
CONCLUSION: In this study, 40% of the participants presented alterations in genes that are
fundamental in the determination/differentiation of sexual development and remain under
investigation of the possible genotype-phenotype correlation. Already 60% remain under
investigation aimed at identifying pathogenic changes that may justify the phenotype.
Functional analysis of the alterations here identified is necessary for the correct genotype-
phenotype correlation. These results reinforce the complexity of the etiologicalelucidation of
46,XY DSD.

Keywords: 46,XY DSD, Etiology, DNA Sequence Analysis
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1 INTRODUCAO

Os disturbios da diferenciacdo do sexo (DDS) sdo condi¢fes congénitas heterogéneas,
onde alteracbes genéticas resultam no desenvolvimento atipico do sexo cromossémico,
gonadal e/ou anatdmico (Hughes et al., 2006; Hiort et al., 2014; Lee et al., 2016; Wisniewski
et al., 2019). Essas condicOes sdo classificadas em trés grandes grupos de acordo com o
cariétipo: DDS 46,XY, DDS 46,XX e DDS associados a anomalias nos cromossomos sexuais
(Lee et al., 2006).

Embora ndo seja encontrada informacdo suficiente sobre a incidéncia dos DDS,
especialmente aqueles caracterizados por ambiguidade genital, estima-se uma incidéncia
mundial de aproximadamente 1:4.500-5.500 nascidos vivos (Sax, 2002; Lee et al., 2016) e
uma prevaléncia global de 1-2:10.000 (Woodward; Patwardhan, 2010; Gazzaneo et al., 2016).
Assim, os DDS sdo reconhecidos como doencas raras, sendo portanto foco de politicas de
atenco a satde em genética no Sistema Unico de Sadde (SUS) do Brasil (Brasil, 2014).

Devido a sua complexidade, tanto diagnostica como no que diz respeito ao
acompanhamento, a atencdo aos pacientes com DDS requer uma equipe multidisciplinar a fim
de proporcionar assisténcia adequada e minimizar prejuizos causados por essas condi¢des
(Hughes et al., 2006; Hughes, 2008; Hiort et al., 2014; Gazzaneo et al., 2016). Dentre as
especialidades que colaboram entre si para proporcionar atencdo adequada aos pacientes com
DDS, estdo: a pediatria, genética, endocrinologia, ginecologia, urologia, andrologia,
psicologia, servico social, enfermagem, cirurgia e ética médica (Hiort et al., 2014; Achermann
et al., 2015; Ahmed et al., 2016; Cools et al., 2018).

Em Alagoas, a atencdo a salide em casos de DDS se tornou expressiva a partir de
2008, com a criagdo de ambulatdrio integrado de genética e psicanalise do Servigo de
Genetica Clinica do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes da Universidade
Federal de Alagoas (HUPAA-UFAL). Antes disso, os atendimentos eram realizados de forma
fragmentada e sem comunicacdo entre as diferentes especialidades (Zanotti e da Silva Xavier,
2011; Omena Filho, 2021).

Inicialmente, o ambulatério dos DDS no HUPAA-UFAL integrava em sua abordagem
especialistas em genética e psicologia. Com seu desenvolvimento, a partir de 2016, foi
formado o grupo multidisciplinar de assisténcia aos casos de DDS, passando a contar com
profissionais de diversas especialidades, tais como: geneticistas, endocrinologistas, cirurgides,

psicdlogos, entre outros; oferecendo, assim, assisténcia com estratégia diagndstica e
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abordagem clinica holistica, fruto de discussfes integradas entre os profissionais envolvidos
(Omena Filho, 2021).

Até o momento, desde sua criacdo, pouco mais de 300 pacientes passaram por
atendimento neste ambulatorio, o que tem proporcionado constante desenvolvimento de
assisténcia especializada em genética bem como robustas contribui¢cbes em pesquisas no meio
académico.

Em relacdo ao presente trabalho, buscou-se esclarecer a etiologia de diferentes quadros
clinicos de DDS 46,XY. Essa condicdo representa significativa parcela dos pacientes
atendidos no ambulatoério especializado do Servigo de Genética Clinica e entender suas causas
representa um grande desafio. Assim, nossa motivacao em realizar este trabalho foi contribuir
nessa busca pelo esclarecimento etioldgico dos casos estudados; colaborar com o grupo
multidisciplinar de assisténcia aos casos de DDS de Alagoas; aléem de contribuir com o
fortalecimento da pesquisa realizada no HUPAA-UFAL.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar investigacdo molecular em casos selecionados de DDS 46,XY de Alagoas.

2.2 Objetivos especificos

e Averiguar o envolvimento do gene HSD17B3 em casos de DDS 46,XY que ndo
possuem alteracGes patogénicas nos genes AR e SDR5A2;

e Expandir a investigacdo molecular nos casos que ndo apresentaram alteracéo
patogénica no HSD17B3, bem como no AR e SRD5A2;

e Realizar andlise preditiva in silico para as alteragcdes patogénicas novas identificadas;

e Estabelecer a correlagdo genotipo-fendtipo para os casos com alteracdes identificadas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Desenvolvimento sexual humano

O desenvolvimento sexual humano é um processo intrinsecamente associado a
presenca ou auséncia do cromossomo Y e pode ser dividido em duas etapas principais: (i)
determinacdo sexual e (ii) diferenciacdo sexual (Arboleda; Sandberg; Vilain, 2014). A
determinacdo sexual ocorre no momento da fertilizacdo, ao ser estabelecido o sexo
cromossémico como XX ou XY. Ja a diferenciagdo sexual, seja masculina ou feminina, € o
processo orientado pela determinacdo sexual no qual as gonadas bipotentes se diferenciam em
ovarios ou testiculos, seguido da diferenciacdo da genitélia interna e externa sob acdo
hormonal (Hughes, 2001; Lucas-Herald; Bashamboo, 2014; Bashamboo et al., 2017; Xie et
al., 2022).

Até a 6% semana de vida embrionéria, temos um periodo chamado de estagio
indiferenciado ou bipotencial do desenvolvimento gonadal. Neste periodo, individuos XX ou
XY apresentam gonadas indiferenciadas aparentemente idénticas que poderédo se diferenciar
em ovarios ou testiculos, a depender da determinacao sexual (Rey; Josso; Racine, 2020).

Em individuos com sexo cromossémico masculino (46,XY), o gene SRY (do inglés,
sex-determining region Y chromosome), localizado no cromossomo Y, da inicio ao processo
de diferenciagdo das gdnadas em testiculos (Sinclair et al., 1990; Berta et al., 1990). Em
seguida, outros genes e fatores de transcri¢cdo, como o SF-1 (do inglés, steroidogenic factor 1)
e 0 SOX9 (do inglés, SRY-related HMG-box gene 9), sdo expressos e ddo continuidade ao
desenvolvimento testicular (Biason-Lauber; Chaboissier, 2015). Diversos genes s&o
envolvidos na diferenciagdo sexual masculina, esses e outros serdo abordados no decorrer
desta reviséo.

Diante da formacdo de testiculo, as celulas de Sertoli produzem Horménio Anti-
Miilleriano (HAM) e as células de Leydig, Testosterona, levando a regressdo dos ductos de
Muiller (primordios dos genitais internos femininos) e a diferenciacdo dos ductos de Wolff
(primoérdios dos genitais internos masculinos) em epididimo, ductos deferente e vesicula
seminal. A diferenciacdo da genitalia interna masculina se da célula a célula mediante acédo
paracrina desses hormonios, enquanto a genitalia externa é formada pela concentracéo
necessaria de andrégenos na corrente sanguinea (Biason-Lauber; Chaboissier, 2015;
Michelatto, 2016).
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Por outro lado, na auséncia do SRY, individuos com sexo cromossémicos feminino
(46,XX) passam por uma via de diferenciacdo gonadal direcionada pela expressao ativa de
outros genes, tais como WNT4 (do inglés, wingless type MMTV integration site family,
member 4), RSPO1 (do inglés, R-spondin 1) e FOXL2 (do inglés, forkhead box L2). Esses
genes sdo importantes para o desenvolvimento ovariano, diferenciacdo dos ductos de Miller,
supressdo da diferenciacdo masculina, entre outros processos resultantes da determinacao
ovariana (Figura 1) (Bian-Lauber; Chaboissier, 2015; Bashamboo; McElreavey, 2015;
Michelatto, 2016).

Q

SG SG

SRY + SOX9 | Gobnada bipotente embrionaria |

SF1 e outros 9 genes

=

/

Hormaonios
HAM

Orgdos internos
reprodutivos femininos

XY cromossomos XX WNT4, RSPO1, FOXL2

eV7C-sL

Sem hormonios

Testosterona

+

Estruturas reprodutivas internas masculinas
(vesicula seminal, ductos deferentes, epididimo)

Estruturas reprodutivasinternas femininas
(utero, trompas, porgdo superior da vagina)

+

+

ol

< se.Zhs . T o ia

o Genitélia externa masculina Genitélia externa feminina (vulva

& (pénis, escroto) e porgdo inferior da vagina) I
Nascimento
Puberdade Caracteristicas sexuais secunddrias

Figura 1. Visdo simplificada do desenvolvimento sexual humano. SG: semana gestacional. SRY: sex determining
region Y; SOX9: SRY-related HMG-box gene 9; WNT4: wingless-type MMTYV integration site family member 4;
RSPO1: R-spondin 1. Fonte: Michelatto, 2016 apud Biason-Lauber; Chaboissier, 2015.

Genes envolvidos na determinacéo e diferenciacdo sexual masculina
Embora, desde a metade do século passado houvesse o entendimento de que a

diferenciacdo sexual era definida apenas pela presenga ou auséncia do cromossomo Y,

atualmente sabe-se que tanto a diferenciacdo feminina como a masculina dependem de uma
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cascata de genes que conduzem as a¢des hormonais fundamentais desse processo (Quadro 1)

(Biason-Lauber; Chaboissier, 2015; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

Quadro 1. Visdo concisa da diferenciacdo sexual.
Cariotipo 46,XY 46,XX

Gobnadas Testiculos Ovarios

Células de Leydig: secrecdo de Testosterona e

DHT N&o producdo de Testosterona e HAM
\ responsaveis pela virilizacdo da genitalia \ regressao dos ductos de Wolff
externa e manutenc¢do dos ductos de Wolff
Ac0es
Células de Sertoli: producao de hormdnio \ diferenciacdo dos ductos de Miiller no
antimalleriano (HAM) genitais internos femininos
\ regressdo dos ductos de Miiller \ desenvolvimento da genitalia externa
feminina

DHT - Dihidrotestosterona; HAM - horménio antimilleriano
Fonte: de autoria prdpria a partir de Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019.

O gene SRY, localizado no braco curto do cromossomo Y (Ypl1.2), foi o primeiro a
ser identificado como responsavel por iniciar a diferenciacdo das gbnadas bipotentes em
testiculos, sendo considerado o fator determinante para o desenvolvimento das gbnadas
masculinas em humanos (Sinclair et al., 1990; Berta et al., 1990). O SRY (OMIM *480000) &
constituido por um Unico éxon e codifica uma proteina de 204 aminoécidos, onde encontra-se
um dominio de ligacdo ao DNA de 80 aminoacidos bem conservados da familia HMG-box
(do inglés, high mobility group). A proteina SRY é expressa nas células pré-Sertoli no fim da
segunda semana de gestacdo, sendo um importante fator de transcricdo que intensifica a
expressdo de outra proteina necesséria ao inicio da diferenciacdo das gbnadas em testiculos, a
SOXO9. Segundo o The Human Gene Mutation Database (HGMD), ate agosto de 2023 foram
descritas 110 alteracbes patogénicas no gene SRY, sendo a maioria relacionada a quadros de
disgenesia gonadal completa 46,XY (Sinclair et al., 1990; Koopman et al., 1991; Sekido et
al., 2004; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

O gene SOX9 (do inglés, SRY-related HMG-box gene 9 - OMIM *608160), localizado
no braco longo do cromossomo 17 (locus 17qg24.3), € responsavel pela producdo de
prostaglandina D2, molécula lipidica importante para a transformacéo das células pré-Sertoli.
A proteina SRY liga-se especificamente a uma regido regulatéria do SOX9 denominada
TESCO (do inglés, testis-specific enhancer of SOX9 core), que leva a diferenciacdo e a

proliferacdo das células de Sertoli. Alteragcdes patogénicas no SOX9 estdo ligadas a sindromes
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de malformacdes esqueléticas e casos de disgenesia gonadal 46,XY, em que € observada
genitalia externa ambigua ou de aspecto feminino (Wilhelm; Palmer; Koopman, 2007;
Sekido; Lovell-Badge, 2008; Gonen et al., 2018).

Outro gene fundamental para a diferenciacéo testicular € o NR5A1 (do inglés, nuclear
receptor subfamily 5, group A, member 1 - OMIM *184757), locus 9933.3, que codifica a
proteina SF1 (do inglés, steroidogenic factor-1), um fator de transcricdo que assim como o
SRY, se liga ao TESCO do gene SOX9, o auxiliando a interagir com seu préprio promotor.
Nessa interacdo e gerado entdo um feedback positivo nas celulas de Sertoli, que garante sua
expressao em altos niveis e contribui fundamentalmente tanto na esteroidogénese como no
desenvolvimento sexual, além de ser um regulador em etapas do desenvolvimento adrenal e
gonadal (Sekido; Lovell-Badge, 2008; Achermann et al., 2002; Maciel-Guerra; Guerra-Janior,
2019).

Ainda acerca do NR5A1, a proteina SF1 atua tanto na determinacéo testicular como na
diferenciagdo sexual masculina. Sua primeira agdo ocorre na crista urogenital, marcando o
inicio da diferenciacdo adrenal e gonadal, onde as gdnadas bipotentes sdo estimuladas a se
diferenciar em testiculos. A SF1 também interage com a GATA4 (do inglés, gata-binding
protein 4), um fator de transcri¢do que atua na gonada indiferenciada, ocasido em que ambos
se acoplam a regido promotora do SRY e o auxiliam no aumento de sua expressao no inicio da
diferenciacdo testicular. Nas células de Sertoli presentes nos testiculos ja diferenciados, a SF1
regula a expressdo do gene AMH (do inglés, anti-mullerian hormone), guiando o processo de
regressdo dos ductos de Muiller. J& nas células de Leydig, essa proteina regula a expressao de
genes importantes para a sintese de testosterona, como STAR (do inglés, steroidogenic acute
regulatory protein) e o gene DHH (do inglés, desert hedgehog), conduzindo a manutencéo
dos ductos de Wolff e & virilizagdo da genitélia externa (Ozisik; Achermann; Jameson, 2002;
Viger et al., 2008; Lin; Achermann, 2008; Karpova et al., 2015).

O NR5AL possui mais de 218 alteracdes patogénicas descritas (segundo dados do
HGMD consultados em agosto de 2023) relacionadas em sua maioria com casos de DDS
46,XY. Os fenoOtipos associados as alteragbes sdo extremamente variados, podendo estar
relacionados a defeitos na producdo de androgenos; disgenesia gonadal (com ou sem
derivados de Muller); hipospadia; anorquia bilateral; entre outros (Fabbri et al., 2016; Fabbri-
Scallet et al., 2017; Robevska et al., 2018).

E importante destacar que na literatura ha diversas alteracdes patogénicas descritas em
genes que interagem com a SF1, resultando em fendtipos variados de DDS 46,XY (Tabela 1)
(Nishi et al., 2012; Yiksel et al., 2013; Werner et al., 2015; Sreenivasan et al., 2018).
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Tabela 1. Genes que interagem com a proteina SF1.

N.° de alteracdes

Gene Localizagdo patogénicas Fenotipo frequentemente associado
(HGMD)*
AMH (OMIM *600957) 19p13.3 95 ﬁ/llratllllreorme da persisténcia dos ductos de
STAR (OMIM *600617) 8p11.23 85 Hiperplasia Adrenal Congénita Lipoide
DHH (OMIM *605423) 12913.12 22 Disgenesia Gonadal 46,XY
GATA4 (OMIM *600576) 8p23.1 157 Defeitos cardiacos congénitos /

Disgenesia Gonadal 46,XY

SOX9 (OMIM *608160) 17924.3 153 Displasia Campomélica / DDS 46,XY

AMH — do inglés, anti-millerian hormone; STAR — do inglés, steroidogenic acute regulatory protein; DHH — do
inglés, desert hedghog; GATA4 — do inglés, GATA-binding protein 4; SOX9 — do inglés, SRY-related HMG-box
gene 9.

*InformacBes de ndmeros de alteragdes patogénicas extraidas do The Human Gene Mutation Database,
consultados em agosto de 2023.

Além desses, o0 gene WT1 (do inglés, wilms tumour 1 - OMIM *607102), locus 11p13,
é essencial para o desenvolvimento gonadal e renal. O RNA mensageiro deste gene pode ser
detectado a partir da 62 semana de gestacdo em embrifes humanos, sua expressdo se da
juntamente com o NR5AL nas saliéncias das gonadas bipotentes antes da sua diferenciagéo.
Apbs diferenciacdo testicular, a transcricdo do WT1 segue nas células de Sertoli do testiculo
fetal (Kreidberg et al., 1993; Hastie, 2017; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019). Foram
descritas cerca de 193 alteracfes patogénicas neste gene (HGMD, julho de 2023), as quais
podem levar a enfermidades renais, tais como: tumor de Wilms e sindromes como de WAGR
(do inglés, wilms tumor, aniridia, genitourinary anomalies, and mental retardation
syndrome), além das sindromes de Denys-Drash e sindrome de Frasier, que apresentam
problemas renais associados com a presenca de génadas disgenéticas e genitalia ambigua (ou
feminina) em individuos 46,XY (Andrade et al., 2008; Guaragna et al., 2012; Wang et al.,
2021a).

Dos genes que possuem relacdo direta com a proteina WTL, é interessante destacar o
NROBL1 (do inglés, nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1), também conhecido por
DAX1, locus Xp21.2 em uma regido chamada DSS (do inglés, dosage sensitive sex reversal).
O NROB1 (OMIM*300473) é expresso principalmente nas glandulas adrenais e nos testiculos.
Delecbes ou alteracdes patogénicas neste gene podem levar a doencas de heranca ligada ao

cromossomo X, como casos de hipoplasia adrenal congénita e hipogonadismo
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hipogonadotréfico. Além de que a sua duplicacdo resulta em disgenesia gonadal XY com
fenotipo feminino, devido a sua super expressao que € suficiente para impedir a determinacéo
testicular (Barbaro et al., 2007; Suntharalingham et al., 2015; Bertalan et al., 2019).

Outros dois genes localizados no cromossomo X estdo relacionados com fendtipos de
DDS 46,XY em casos de alteracfes patogénicas, sdo eles o ATRX (do inglés, alpha-
thalassemia/mental retardation syndrome, X-linked) e o MAMLD1 (do inglés, mastermind-
like domain-containing protein 1).

O gene ATRX (OMIM*300032), chamado também de XH2 (do inglés, Helicase 2, X-
Linked), esta localizado em Xg21.1 e codifica a proteina ATRX, que regula negativamentea
transcricdo de varios genes, incluindo os da alfa-globina. A expressdo do ATRX acontece
durante a diferenciagéo testicular principalmente, enquanto ocorre a maturagdo das células de
Leydig. AlteragBes patogénicas nesse gene podem levar a sindrome ATRX, onde individuos
afetados apresentam o-talassemia, deficiéncia intelectual grave e multiplas anomalias
congeénitas, como a ambiguidade genital (Tang et al., 2004; Hutson et al., 2014; Takagi et al.,
2017).

O gene MAMLD1 (OMIM*300120), também denominado de CXorf6, locus Xq28, é
expresso nas células de Leydig fetais em conjunto com o NR5AL auxiliando a modulacgéo da
producdo de testosterona. De acordo com 0 HGMD, cerca de 20 alteracfes patogénicas foram
descritas no MAMLD1 (HGMD, agosto de 2023), estando associadas principalmente com
casos de DDS 46,XY. (Ogata et al., 2012; Maciel-Guerra; Guerra-Janior, 2019; Miyado;
Fukami; Ogata, 2021).

Além dos genes ja abordados neste tdpico, é importante dizer que para a virilizacdo do
fenotipo masculino € necessario concentracdes adequadas de androgenos, bem como a
funcionalidade ideal de seus receptores. Neste processo, alguns genes sdo ligados diretamente
a acdo e conversdes enzimaticas, tais como AR, SRD5A2 e HSD17B3. Alteracbes patogénicas
nesses genes frequentemente justificam fendtipos de DDS 46,XY.

O gene AR (do inglés, androgen receptor, OMIM *313700), locus Xql2, codifica o
receptor de androgeno, um fator de transcricdo que, quando ativado por ligante, regula a
expressdo de genes responsivos a androgenos nos tecidos-alvo. Alteracdes patogénicas no AR
levam a Sindrome da Insensibilidade Androgénica (SIA), um distirbio monogénico recessivo
ligado ao cromossomo X caracterizado pela resisténcia a acdo dos androgenos. A depender do
grau de resisténcia e, consequentemente, da subvirilizacdo observada, a SIA pode ser

classificada como completa, parcial ou branda (Petroli, 2010; Hughes et al., 2012; Chen et al.,
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2023). Cerca de 635 alteragdes patogénicas foram descritas no AR, sendo sua maioria
associada a SIA (HGMD, agosto de 2023).

O gene SRD5A2 (do inglés, steroid 5-alpha-reductase 2, OMIM *607306), localizado
em 2p23, codifica a proteina 5 alfa-redutase tipo 2, expressa principalmente nos epididimos,
vesiculas seminais, prostata e pele genital. Sua funcdo € converter a Testosterona em
Dihidrotestosterona (DHT), responsavel pelo desenvolvimento sexual masculino. A perda de
funcdo da 5 alfa-redutase tipo 2 resulta na deficiéncia de DHT, levando ao prejuizo da
diferenciacdo da genitalia externa masculina, uretra e prdstata. Até 0 momento, 0 SRD5A2
possui cerca de 136 alteracGes patogénicas descritas e associadas com a Deficiéncia de 5 alfa-
redutase tipo 2 (HGMD, agosto 2023) (Zhang et al., 2017; Sata et al., 2010; Chan et al., 2015;
Lietal., 2022).

O gene HSD17B3 (do inglés, 17-beta hidroxysteroid dehydrogenase Ill, OMIM
*605573), locus 9922, abrange cerca de 60kb, possui 11 éxons e codifica a enzima 17-beta-
hidroxiesterdide desidrogenase tipo 3 (17-beta-HSD3) (Phelan et al., 2015; Mendonca et al.,
2017). O HSD17B3 é expresso em tecidos periféricos, principalmente nos testiculos, onde a
enzima 17beta-HSD3 converte andrégenos adrenais em hormonios sexuais mais potentes, a
saber androstenediona e estrona em testosterona e estradiol, respectivamente (Figura 2)
(Gongalves et al., 2022; Ciftci et al., 2022).

Alteracbes patogénicas em homozigose ou heterozigose composta no HSD17B3
causam deficiéncia de 17beta-HSD3, havendo comprometimento da sintese de esterdides, sem
prejuizos da sintese de mineralocorticoides e glicocorticoides adrenais. Individuos 46,XY
com deficiéncia de 17beta-HSD3, apresentam diferentes graus de subvirilizagdo da genitalia
externa (Geissler et al., 1994; Andersson et al., 1996; Mendonca et al., 2017). Até 0 momento
mais de 65 alteragbes patogénicas foram descritas (HGMD, agosto de 2023), incluindo
alteracbes missense, nonsense, stop codon, frameshift, alteracdes em sitio de splicing,
delecdes, insercbes e duplicacdes, associadas a DDS 46,XY devido a deficiéncia de 17beta-
HSD3.
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Figura 2. Sintese dos ester6ides a partir do colesterol. Pode-se observar o ponto de conversdo de Testosterona
em DHT pela 5 a-redutase tipo 2; e a conversdo de Androstenediona em Testosterona, bem como Estrona em
Estradiol pela 17 B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 3 (Retirado de Monteiro et al., 2018).

Além dos supracitados, outros genes atuam no desenvolvimento sexual masculino e
determinacéo testicular, alguns deles estdo apresentados no Quadro 2 (Tannour-Louet et al.,
2010; Kim et al., 2017; Wang et al., 2021b; lvell et al., 2022; Hart; Gutiérrez; Biason-Lauber,
2022).

Quadro 2. Outros genes relacionados ao desenvolvimento sexual masculino.

Gene Localizacéo Fendtipo frequentemente associado
DMRT1 e DMRT2

(OMIM*602424 e OMIM*604935) 9p24.3 Disgenesia Gonadal 46,XY

CBX2 (OMIM*602770) 17q925.3 DDS 46,XY

MAP3K1 (OMIM*600982) 5g911.2 Disgenesia Gonadal 46,XY

WWOX (OMIM*605131) 16923.2-923.2 | DDS 46,XY

INSL3 (OMIM*146728) 19p13.2-p2 | Criptorquidismo

DMRT1 e DMRT2 - do inglés, doublesex- and mab3-related transcription factor 1 e 2; CBX2 - do inglés,
chromobox homolog 2, drosophila polycomb class; MAP3K1 - do inglés, mitogen-activated kinase kinase kinase
1; WWOX - do inglés, WW domain-containing oxidoreductase; INSL3 - do inglés, insulin-like 3.

Quando alteracGes patogénicas acontecem nos genes acima citados, estamos diante de
uma caso de DDS 46,XY, que caracterizam-se por variados graus de subvirilizacdo da

genitalia externa, classificadas conforme Quigley (Figura 3) (Quigley et al., 1995), e
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diferentes graus de desenvolvimento de estruturas derivadas dos ductos de Wolff e Miller
(Mendonca et al., 2009; Wisniewski et al., 2019).

\,/\,m/\,/\,/\,/\,/
8
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Figura 3. Classificacdo para ambiguidade genital conforme Quigley (Quigley et al., 1995). Grau 1: genitalia
com aspecto masculino normal; grau 2: fendtipo masculino com distdrbios leves, como hipospadia; grau 3:
fendtipo masculino com subvirilizagdo grave; graus 4-7: representados por genitalia ambigua, onde o grau mais
avancado (6/7) inclui casos com aspecto feminino tipico.

Fonte: Quigley et al., 1995 (Adaptado).

Os DDS 46,XY podem ser decorrentes de: (i) deficiéncias na sintese de testosterona
e/ou di-hidrotestosterona (DHT); ou (ii) prejuizo da acdo androgénica nos tecidos-alvos. Em
casos de DDS 46,XY com virilizacdo parcial, o diagndstico frequentemente ocorre ao
nascimento, diante de uma incongruéncia genital. Quadros mais brandos podem apresentar
hipospadia, localizacdo atipica do meato uretral. Em outros casos, observa-se a presenca de
ambiguidade genital. A maioria dos afetados possuem testiculos, contudo, em alguns casos
ndo é encontrado tecido gonadal. Observa-se, ainda, genitalia externa de aspecto tipico
feminino em casos de completa auséncia de virilizagdo, o que retarda o diagnoéstico até a
puberdade, quando é apontada amenorreia primaria e/ou a auséncia de desenvolvimento
mamario como queixa clinica (Domenice et al., 2016; Kutney et al., 2016; Markosyan;
Ahmed, 2017; Domenice et al., 2022).

O desenvolvimento sexual masculino é um processo complexo e variacfes nos genes
envolvidos neste processo podem resultar nos DDS 46,XY (Bashamboo et al., 2017).

O sequenciamento de genes Gnicos é um método historicamente escolhido para o
esclarecimento etiolégico dos DDS. A partir do levantamento de caracteristicas fenotipicas e
hormonais por exames fisicos, de imagem, solicita-se o sequenciamento de genes candidatos

que possam esclarecer a etiologia do quadro clinico observado (Barseghyan; Délot; Vilain,
2018).
O diagnostico molecular por meio de sequenciamento genético de primeira geracao,

como é o método de Sanger (Sanger; Coulson, 1975), é amplamente utilizado para elucidacdo

de casos de DDS 46,XY. O método de Sanger faz uso de didesoxinucleotideos de terminacao
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de cadeia marcados com fluorescéncia, proporcionando fragmentos de DNA de até 1000 pares
de base de resolucdo (Barseghyan; Délot; Vilain, 2018). A depender dos aspectos clinicos e
hormonais, pode-se sugerir em DDS 46,XY 0 sequenciamento de alguns genes como: AR,
SRD5A2, HSD17B3, NR5AL, SRY e WT1 (Wisniewski et al., 2019; Mazen et al., 2021).

Entretanto as técnicas de sequenciamento de nova geracdo (NGS — do inglés, Next-
Generation Sequencing), como painel de genes, sequenciamento de exoma completo (WES —
do inglés, Whole Exome Sequencing) e sequenciamento de genoma completo (WGS
— do inglés, Whole Genome Sequencing), tém permitido uma melhora significativa na
elucidacéo diagnostica de casos de DDS 46,XY. Em vantagem ao sequenciamento de genes
individuais, estas técnicas identificam simultaneamente diversas alteracdes em genes
conhecidos, bem como novos genes candidatos que possam ser relacionados a DDS
(Achermann et al., 2015; Eggers et al., 2016; Hughes et al., 2019).

Com a reducdo dos custos com NGS, sua aplicabilidade tem se tornado cada vez mais
difundida no diagndstico de DDS. A possibilidade de sequenciar simultaneamente varios
genes relacionados a esses distarbios, atrelada a investigacdo clinica e bioquimica inicial,
pode levar a elucidacao etioldgica com brevidade. O diagnostico etioldgico dos casos de DDS
é de grande importancia, pois permite aconselhamento genético adequado, além de nortear o
tratamento personalizado de pacientes, melhor planejamento estratégias de intervencgdo e
melhor prognéstico (Ahmed et al., 2013; Hughes et al., 2019).
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo e aspectos éticos

Trata-se de um estudo descritivo, observacional, com amostra oriunda da casuistica do
ambulatorio de DDS/HUPAA/UFAL. Este estudo possui aprovacdo pelo comité de ética em
pesquisa da UFAL (CAAE: 59929716.8.0000.5013; 40078620.4.0000.5013; Anexos A e B,

respectivamente).

4.2 Local do estudo

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Genética Molecular Humana
(LGMH) do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes (HUPAA), pertencente a
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e no Laboratério de Sequenciamento de Larga
Escala (SELA) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FM-USP).

4.3 Amostra

A amostra estudada foi obtida da casuistica do Servico de Genética Clinica
(SGC/HUPAA/UFAL). Foram selecionados casos de DDS com cari6tipo 46,XY, que possuem
avaliacdo molecular completa dos genes AR (do inglés, Androgen Receptor, OMIM *313700)
e SRD5A2 (do inglés, Steroid 5-alpha-reductase 2, OMIM *607306) sem identificacédo de

alteracdes patogénicas, além de DNA disponivel para investigacdo molecular.

4.4 Ensaios Laboratoriais

Primeiramente, os participantes desta pesquisa tiveram suas amostras submetidas a
estudo do gene HSD17B3 por meio de sequenciamento automatico pelo método de Sanger
(Sanger; Coulson, 1975). N&o encontrando altera¢fes patogénicas no HSD17B3, as amostras
foram submetidas ao sequenciamento de Nova Geracdo (em inglés, Next-generation

Sequencing).
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4.4.1 Da amplificagdo dos fragmentos ao sequenciamento do gene HSD17B3

Para a realizacdo do sequenciamento do gene HSD17B3, foi necessario realizar
diferentes processos, desde a amplificacdo dos fragmentos através da PCR; purificacdo e

quantificacdo deste material e a reacdo de sequenciamento (Figura 4).

Etapas para reacao de sequenciamento do gene HSD17B3
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Figura 4. Visdo geral das etapas para o sequenciamento do gene HSD17B3. (a) amplificacdo dos fragmentos de
interesse por reacdo em cadeia da polimerase (PCR); (b) purificagdo e quantificagdo dos fragmentos
amplificados; (c) reacdo de sequenciamento e eletroforese capilar, para gerar as sequéncias a serem analisadas.
Fonte: imagens retiradas do Google Imagens e de acervo proprio do autor.

A seguir, sera explanado um pouco de cada um desses processos:
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4.4.1.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do gene HSD17B3

A amplificacdo dos 11 éxons e regides intrénicas flanqueadoras do gene HSD17B3 se
deu por meio de PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction). O método adotado foi

realizado conforme descrito por Leme de Calais, 2010.

4.4.1.2 Purificagédo e Quantificacdo dos produtos de PCR

A purificacdo dos fragmentos amplificados foi realizada com o kit ReliaPrep™ DNA
Clean-up and Concentration System (PROMEGA) conforme instrucdes do fabricante.

Apos a purificacdo, a quantificacdo deu-se com a utilizacdo de espectrofotdmetro de
ultravioleta visivel BioDrop TOUCH PC da BioDrop Ltd. A quantificagdo dos produtos de
PCR purificados se deu da seguinte forma: foi utilizado 1pL de agua ultrapura como
referéncia (branco), o mesmo volume do produto foi pipetado no dispositivo para analise, 0s
valores obtidos foram utilizados para avaliacdo da concentragdo de DNA no material, além da

pureza, para que fosse seguida as demais etapas.

4.4.1.3 Sequenciamento de Sanger

As reacOes de sequenciamento foram realizadas com BigDye™ Terminator v3.1 da
applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, conforme instrucdes do fabricante.

Apos a reacdo de sequenciamento, os produtos foram submetidos a purificagdo com kit
BigDye® X-Terminator™ Purification Kit da applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific,
conforme instrugdes do fabricante.

Os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese capilar no analisador de DNA
ABI3500 (Thermo Fisher Scientific). As sequéncias obtidas foram analisadas com programas
de livre acesso e comparadas com sequéncia de referéncia (ENSG00000130948), para que
fosse rastreada qualquer variagdo entre as sequéncias obtidas e a sequéncia selvagem de

referéncia.
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A amostra de DNA gendmico daqueles participantes que ndo apresentaram alteracao

patogénica no gene HSD17B3, foram enviadas ao laboratério de Sequenciamento em Larga
Escala (SELA) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FM/USP), onde
foram submetidas ao sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés, Next-generation
sequencing) para analise dos genes AMH, ATRX, CBX2, DHH, DHX37, DMRT1, DMRT2,
FKBP4, GATA4, INSL3, MAMLD1, MAP3K1, NROB1, NR5A1, SOX9, SRY, WT1 e WWOX,
todos relacionados a DDS 46,XY (Quadro 3).

Quadro 3. Genes analisados por meio do sequenciamento de nova geragao.

Nome do Gene OMIM*
AMH Anti-mullerian hormone 600957
ATRX ATRX chromatin remodeler 300382
CBX2 Chromobox 2 602770
DHH Desert hedgehog signaling molecule 605423
DHX37 DEAH-box helicase 37 617362
DMRT1 Doublesex- and MAB3-related transcription factor 1 602424
DMRT2 Doublesex- and MAB3-related transcription factor 2 604935
FKBP4 FK506-binding protein 4 600611
GATA4 GATA-binding protein 4 600576
INSL3 Insulin-like 3 146738
MAMLD1 Mastermind-like domain-containing protein 1 300120
MAP3K1 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 600982
NROB1 Nuclear receptor subfamily 0, Group B, Member 1 300473
NR5A1 Nuclear receptor subfamily 5, Group A, Member 1 184757
SOX9 SRY-box 9 608160
SRY Sex-determining region Y 480000
WT1 WT1 transcription factor 607102
WWOX WW domain-containing oxidoreductase 605131

*OMIM: do inglés, Online Mendelian Inheritance in Man.

4.5 Andlises preditivas in silico

Para variantes novas, a analise preditiva foi realizada utilizando os seguintes softwares

de livre acesso: SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (http://sift-dna.org); PolyPhen-2
(Polymorphism Phenotyping) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/); Mutation Taster
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(http://www.mutationtaster.org/). Por meio destes algoritmos, foi possivel predizer o efeito da

alteracdo na proteina em estudo (Richards et al., 2015).

451 SIFT

O SIFT é um programa que busca prever modificagfes na atividade proteica devido a
substituicdes de aminoacidos e como provavelmente afetara o fendtipo investigado, possuindo
precisdo de 60% em suas predicbes. O programa utiliza algoritmos para prever o
comprometimento da proteina, considerando o local e o tipo da troca de aminoacidos.
AlteracBes em regifes mais conservadas na proteina, tendem a ser classificadas como
deletérias (SIM et al., 2012). O score classifica as variantes em tolerantes (>0,05) ou

intolerante/deletérias (<0,05).

4.5.2 PolyPhen-2

O score do PolyPhen-2 avaliou o impacto na troca de aminoécidos predizendo a
alteracdo da funcdo e estrutura da proteina. Sua precisdo € de 81% (Adzhubei et al., 2010). O
PolyPhen-2 possui um score variando de 0.0 a 1.0, sendo classificadas as substituigdes em:

° 0.0 a0.15 - Benignas

° 0.15 a 0,85 - Possivelmente deletérias.

e 0,85a1.0- Maior probabilidade de ser deletérias ou provavelmente deletérias.

4.5.3 Mutation Taster

Mutation Taster diferiu dos demais porque inclui em seu banco de dados, SNPs (do
inglés, Single nucleotide polymorphisms) publicamente disponiveis e inser¢des/dele¢des do
projeto 1000 Genomas, assim como variantes patogénicas descritas no “ClinVar” e “HGMD”.
Possui score que varia entre 0.0 e 215, quanto mais préximo de 0.0 a variante é considerada
neutra e quanto mais proxima de 215, mais deletéria. Este software possui precisédo de 86%.
(Schwarz et al., 2014).


http://www.mutationtaster.org/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo da Amostra

Apos a aplicagdo dos critérios adotados para selecdo da amostra, a saber: casos de
DDS 46,XY com avaliacdo molecular completa dos genes AR e SRD5A2, sem a identificacdo
de alteragBes patogénicas nesses genes e DNA disponivel para estudo; obtivemos uma
amostra de dez casos.

Os participantes compreenderam criancas de seis dias a um ano e trés meses de vida
na primeira consulta, onde sete desses participantes passaram pelo atendimento em idade
adequada (<90 dias). Quanto a procedéncia, dois casos foram oriundos da capital e oito de
outros municipios de Alagoas. Mesmo sendo uma amostra pequena, esses dados de
procedéncia parecem refletir o contexto geral dos casos de ambiguidade genital atendidos no
servico de referéncia do estado. Um estudo transversal e descritivo realizado por Omena Filho
(2021), demonstrou que aproximadamente 80% dos casos de ambiguidade genital atendidos
no SGC/HUPAA/UFAL sao procedentes do interior do estado.

Trés participantes possuiam registro civil como sexo masculino, quanto ao sexo social,
oito foram masculino e dois feminino. Questdes acerca do registro civil e a atribui¢cdo do sexo
de criacdo para pessoas com DDS sdo de particular importancia, decisdes neste aspecto
necessitam de analises abrangentes para que haja apropriada atribuicdo e subsequente registro
civil (Gazzaneo et al., 2016).

Sobre os aspectos clinicos, todos os participantes apresentavam ambiguidade genital
(AG), que foi classificada conforme Quigley et al. (1995), com aparéncia genital externa de
Q2 a Q4, e gbnadas palpaveis unilateral ou bilateral (Tabela 2). Em nenhum deles observou-se
tero ou rudimentos mullerianos por meio de exames de imagem. E com base nesses achados,

todos se encontravam em investigacéo para defeito na sintese ou a¢do dos andrégenos.
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Tabela 2. Descricdo dos casos selecionados com diagnéstico clinico de Disturbios da Diferenciacdo do Sexo
46,XY.

Idade na 12
Paciente consulta Classificacao da genitalia/gbnadas
DDSXY-01 1a3m Q4/gbnadas bilateral palpaveis
DDSXY-02 6d Q2/gbnadas bilateral palpaveis
DDSXY-03 23d Q3/gbnadas bilateral palpaveis
DDSXY-04 3mé6d Q2/gbnadas bilateral palpaveis
DDSXY-05 15d Q4/gbnada unilateral palpavel
DDSXY-06 27d Q3/gbnadas bilateral palpaveis
DDSXY-07 11m26d Q3/gbnadas bilateral palpaveis
DDSXY-08 1m13d Q3/gbnadas bilateral palpaveis
DDSXY-09 6d Q4/gbnada unilateral palpavel
DDSXY-10 22d Q4/gbnadas bilateral palpaveis

Legenda: a - anos; m - meses; d - dias; Q: classificacdo de Quigley seguido do grau de subvirilizagdo.

Ao falarmos na classificacédo de Quigley, nos referimos a categorizagdo proposta por
Quigley et al. (1995) para a classificacdo dos diferentes aspectos fenotipicos da genitalia
externa em casos de Sindrome da Insensibilidade Androgénica (SIA). Esta proposta classifica
os diferentes fenotipicos da genitalia externa em sete categorias de acordo com o grau de
subvirilizacdo observado no individuo (Figura 5). Embora sua concepcéo original tenha sido

direcionada a SIA, a classificacdo de Quigley é amplamente usada em casos de DDS 46,XY.

\,/\,m/\,/\,/\,/\,/
CO O w O W
N S S S S S

Figura 5. Classificacdo de Quigley (Quigley et al., 1995). Grau 1: genitalia com aspecto masculino tipico; grau
2: fendtipo masculino com disturbios leves, como hipospadia; grau 3: fen6tipo masculino com subvirilizacdo
grave; graus 4-5: representados por genitalia ambigua, (6/7) inclui casos com genitalia feminina, onde 6
caracteriza genitéalia feminina com pilificacdo e 7 genitalia feminina sem pilificagdo. Fonte: Quigley et al., 1995
(Adaptado).
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5.2 Sequenciamento do gene HSD17B3

Dentre os 10 casos selecionados para sequenciamento, ndo foi detectada nenhuma
alteracdo patogénica no gene HSD17B3. Permitindo, assim, desconsiderar o envolvimento
desse gene com o quadro clinico dos participantes desta pesquisa. Todavia, a escolha do
HSD17B3 como gene candidato para rastreamento de alteragdes patogénicas nesta casuistica
se deu por sua relacdo significativa com os DDS 46,XY.

O HSD17B3 representa uma das principais causas de deficiéncia na sintese dos
androgenos (Mendonca et al., 2017). O fenotipo observado em casos de deficiéncia na sua
proteina, a 17-beta-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 3 (17-beta-HSD3), frequentemente
ndo difere do observado na SIPA ou a deficiéncia da enzima 5-alfa-redutase tipo 2 (Ahmed et
al., 2021). Devido a sobreposicdo fenotipica, a investigacdo etiolégica através do
sequenciamento de Sanger de casos de DDS 46,XY com defeito de sintese ou acdo de
andrdégenos, inicia-se com o0 estudo dos genes AR e SRD5A2, quando ndo identificada
alteracdes nesses genes, realiza-se o sequenciamento do gene HSD17B3 como estratégia para
elucidacdo etioldgica (Del6t et al., 2018; Barseghyan; Délot; Vilain, 2018; Akcan et al.,
2022).

Estudos recentes com uso de NGS tém identificado alteragbes patogénicas no
HSD17B3 em casuisticas de DDS 46,XY, sobretudo na auséncia de alteracdes nos genes AR e
SRD5A2 (Yu et al., 2021; Gongalves et al., 2022).

Descartando a hipdtese de deficiéncia da enzima HSD17B3 nos participantes desta

pesquisa, expandimos a investigacao para o0 sequenciamento de nova geragao.

5.3 Sequenciamento de nova geracéo

Dos dez casos submetidos ao NGS, que investigou dezoito genes relacionados a DDS
46,XY (Quadro 4), quatro participantes apresentaram alteracfes e seis participantes nédo
apresentaram alteracdes que pudessem ter relagdo com os fendtipos observados.

As alteracdes identificadas pelo NGS serdo apresentadas no quadro 2.
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Quadro 4. AlteracGes encontradas por meio do sequenciamento de nova geracao.

Tipo de posi¢do no | posicédo na
Paciente | Locus/Transcrito | Gene alteracdo | Exon cDna Proteina Genotipo
Y:2655556:C:A /
DDSXY-03 NM_003140 SRY Missense 1 €.89G>T p.Arg30lle | Hemizigose

12:2908304:C:T /
DDSXY-04 NM_002014 FKBP4 Missense 5 ¢.565C>T | p.Argl89Cys | Heterozigose
12:125441301:G:C/
DDSXY-07 NM_032656 DHX37| Missense 18 | c.2389C>G | p.Leu797Val | Heterozigose
9:127262989:G:C /
DDSXY-10 NM_004959 NR5A1 | Missense 4 €.250C>G | p.Arg84Gly |Heterozigose

Os participantes que ndo apresentaram alteragcdes (DDSXY-01, DDSXY-02, DDSXY-
05, DDSXY-06, DDSXY-08 e DDSXY-09), permanecerdo em investigacdo. Para esses casos,
0 sequenciamento do exoma completo (WES, do inglés, whole exome sequencing) pode ser
uma possibilidade para a elucidacdo etiolégica.

O NGS ¢é uma técnica utilizada para o rastreamento de maltiplas alteracbes
patogénicas em varios disturbios genéticos (De Koning et al., 2015). O NGS direcionado €
eficaz na cobertura aprofundada de genes selecionados, uma vez que captura sequéncias
nucleotidicas em regides gendmicas especificas, como éxons, introns e sequéncias
reguladoras, o que permite descoberta de alteracbes descritas e ndo descritas na literatura
(Mak et al., 2018).

Os quatro participantes que apresentaram alteracdes no NGS serdo discutidos a seguir.

5.3.1 Caso DDSXY-03

A primeira consulta deste participante no ambulatorio de genética se deu aos 23 dias
de vida, encaminhado com diagndstico de ambiguidade genital (Q3) com gbnadas bilaterais
palpaveis na bolsa escrotal.

Filho Unico, apds dois abortamentos de primeiro trimestre, o participante ndo possui

fatores de risco importantes para condigdes clinicas de etiologia genética (Figura 6).
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Figura 6. Heredograma referente ao caso DDSXY-03. Caso indice - 111-3; as duas gestacdes que resultaram em
abortamento de 1° trimestre estdo indicadas em I11-1 e I11-2.

Com relagdo ao NGS, foi identificada uma hemizigose da altera¢éo c.89G>T no gene
SRY, que resulta na substituicdo de uma arginina por isoleucina no aminoacido 30 da proteina
SRY (p.Arg30lle). Esta alteracdo esta reportada no dbSNP (do inglés, Single Nucleotide
Polymorphism Database), registro rs141855441, e no HGMD (do inglés, The Human Gene
Mutation Database). Além disso, é considerada patogénica segundo informacgdes contidas no
ClinVar, onde é associada a disgenesia gonadal 46,XY.

Essa alteragédo foi descrita pela primeira vez por Assumpcdo et al. (2002) a partir de
uma familia com trés individuos afetados, sendo dois meninos diagnosticados com Disgenesia
Gonadal Parcial 46,XY e uma irmd com Disgenesia Gonadal Pura 46,XY. Além desses
individuos com fendtipo atipico, essa alteracdo foi encontrada no genitor e em mais trés
irmdos com fenotipo tipico de individuos 46,XY, indicando uma expressividade variavel da
mesma alteragdo genética.

Um outro relato desta alteracdo foi publicado por Santalha et al. (2014), em um caso
de individuo fenotipicamente feminino com Disgenesia Gonadal Pura 46,XY, apresentando
puberdade precoce aos 4 anos de idade.

A alteracdo p.Arg30lle na proteina SRY esta associada a disgenesia gonadal pura
46,XY e disgenesia gonadal parcial (Assumpcao et al., 2002).

No que diz respeito ao gene SRY, localizado em Ypll.2, este é responsavel por dar
inicio a diferenciacdo das gbnadas bipotentes em testiculos e é considerado o fator
determinante para o desenvolvimento das gonadas masculinas em humanos (Sinclair et al.,

1990; Berta et al., 1990). Constituido por um unico éxon, o SRY codifica uma proteina de 204
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aminoacidos, onde esta contido um dominio de ligacdo ao DNA de 80 aminoacidos bem
conservados da familia HMG box (do inglés, high mobility group). O gene SRY também
regula a funcdo de outros genes envolvidos na diferenciacdo sexual masculina, como o SOX9,
e a presenca de alteracdes patogénicas podem estar relacionadas com quadros de disgenesia
gonadal 46,XY (Sinclair et al., 1990; Pivnick et al., 1992; Cameron; Sinclair, 1997).

Embora os exames de imagem ndo revelaram derivados Mullerianos, que € um
determinante para casos de disgenesia gonadal, ndo podemos descartar a alteragdo
€.89G>T(p.Arg30lle) no SRY e sua relacdo com o fendtipo do caso DDSXY-03. A bidpsia
gonadal pode ser um exame importante na elucidacéo desse caso.

Como o caso DDSXY-03 apresenta AG, descartamos a possibilidade de disgenesia
gonadal pura 46,XY. No entanto, a disgenesia gonadal parcial ndo pode ser descartada neste

Caso.

5.3.2 Caso DDSXY-04

O primeiro atendimento deste participante por médico geneticista se deu aos 3 meses
de vida, ocasido em que a genitora relatou a presenca de micropénis e hipospadia. O
participante € filho Unico de genitores ndo consanguineos sem recorréncia familial de AG, e

foi relatado Sindrome de Down na familia de ambos os genitores (Figura 7).

I
3 4 5 6
6 7 8 9-13 14 15,
II
1
11
N

Figura 7. Heredograma do caso DDSXY-04. Caso indice - 111-2. Individuos I1-14 e I11-1 - Sindrome de Down.

Ao exame fisico, a genitalia externa foi classificada em Q2, apresentando gonadas
palpaveis bilaterais localizadas em bolsa escrotal. Juntamente com o cariétipo 46,XY,
auséncia de derivados mullerianos e dosagens hormonais, foi atribuida a categoria diagnostica

DDS 46,XY, com deficiéncia na sintese e/ou a¢do dos androgenos.
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O NGS revelou a alteragdo ¢.565C>T em heterozigose no gene FKBP4, que resulta na
substituicdo de uma arginina por cisteina no aminoacido 189 de sua proteina (p.Arg189Cys).
Esta alteracdo esta reportada no dbSNP (rs141855441), embora sem a descri¢do da condi¢do
clinica associada e ndo esta reportada no HGMD e ClinVar.

O gene FKBP4 estd associado com a via de sinalizacdo do AR, onde a proteina
FKBP4 interage com o AR e chaperona HSP90 (do inglés, heat shock protein 90),
aumentando a ligagdo androgénica e regulando a transcricdo mediada pelo receptor de
androgenos (Nair et al., 1996; Cheung-Flynn et al., 2005; Leon et al., 2011). As principais
chaperonas relacionadas & agdo androgénica sdo HSP70, HSP90, HSP40 e FKBP4, estas séo
essenciais para o estabelecimento da ligacdo do complexo horménio/receptor, translocacéo do
complexo do citoplasma para seu sitio de agdo nuclear, acelerar a transcricdo mediada pelo
AR e manutencdo da proteina AR (Nitsche; Hiort, 2000; Heemers; Tindall, 2007). Estas
chaperonas tém sido estudadas em relacdo a sua atuacdo nos mecanismos de atividade
androgénica (Cheung-Flynn et al., 2005; Beleza-Meireles et al., 2007).

llaslan et al. (2020) propuseram que o gene FKBP4 é um forte candidato a Sindrome
da Insensibilidade Parcial aos Androgenos (SIPA) em casos sem alteracGes patogénicas no
gene AR. Os autores descreveram um caso clinico com uma alteracdo em heterozigose no
FKBP4 (c.956T>C / p.Leu319Pro) para a qual a andlise preditiva, juntamente com
caracteristicas clinicas e dosagem hormonal, os levou a inferir que esta seja a provavel causa

para SIPA neste paciente, que possui 0 gene AR sem alteragdes.

Quadro 5. Classificacdo da alteracdo p.Arg189Cys, no gene FKBP4, conforme algoritmos utilizados.

Algoritmo Resultado Classificacao/Score
Deletéria Neutra

SIFT 0,01 <0,05 >0,05

PolyPhen-2 0,4 1.0 0.0

As analises preditivas in silico (Quadro 5) revelaram que a alteracdo p.Arg189Cys é
provavelmente patogénica e que afeta a fungdo da proteina, sendo uma possivel causadora da
condicdo clinica apresentada pelo paciente. Com esses resultados, podemos inferir que a
alteracdo identificada no gene FKBP4 do caso DDSXY-04 pode estar relacionada com o
fendtipo do paciente, que € compativel com SIPA. Entretanto, somente a analise funcional da
proteina FKBP4 alterada podera confirmar o real efeito da alteracdo p.Arg189Cys.
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5.3.3 Caso DDSXY-07

A primeira consulta deste participante no ambulatério de genética se deu aos 11 meses
de vida, ocasido em que a genitora apresentou queixa acerca da presenca de micropénis,
hipospéadia e criptorquidia. O participante ¢ filho Unico de genitores ndo consanguineos e ndo

ha relato de casos semelhantes na familia (Figura 8).

h
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Figura 8. Heredograma do caso DDSXY-07. Paciente afetado indicado em I11-5.

No exame fisico, foi observada ambiguidade genital (Q3) e gbdnadas palpaveis
bilaterais localizadas na bolsa escrotal. Na ocasido, também foi observada prega epicantica e
ponte nasal baixa sem outras alteracbes. A hipdtese diagnostica foi de Sindrome da
Insensibilidade Parcial aos Androgenos ou Deficiéncia do 5-a redutase tipo Il, sendo
descartada apds o sequenciamento dos genes AR e SRD5A2.

Através do NGS, foi identificada uma heterozigose no éxon 18 do gene DHX37, a
alteracdo ¢.2389C>G, que resulta na substituicdo de uma leucina por valina no aminoécido
797 (p.Leu797Val) da proteina DHX37. Essa alteracdo estd reportada no dbSNP
(rs372590008) e relatada no ClinVar como uma variante de significado incerto, porém néo
esta reportada no HGMD.

O gene DHX37 codifica uma helicase de RNA que desempenha importante papel na
biogénese ribossomal, influenciando a funcéo essencial do ribossomo de traduzir o mRNA em

proteinas. A DHX37, semelhante a outras helicases de DNA, atua no recrutamento ou
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dissociacdo de proteinas ribossémicas, assim como de fatores de ligagdo (McElreavey;
Pailhoux; Bashamboo, et al. 2022).

De uma forma geral, as helicases de RNA ndo possuem especificidade para um Unico
substrato, elas podem trabalhar em associacdo com diversos cofatores para o recrutamento de
moléculas especificas de RNA (Sloan; Bohnsack, 2018). H& duas formas das helicases
desempenharem seu papel: nos complexos pré-ribossomais, realizando a remocéo de sSnoRNA
(do inglés, Small Nucleolar RNA) especificos; e durante a formacdo do ribossomo, dando
inicio as mudancgas estruturais nas subunidades ribossomais, necessarias para Seu
processamento (Martin et al., 2014).

Recentemente, alteragdes ndo sindnimas em heterozigose no gene DHX37 foram
relacionadas a quadros de DDS 46,XY. Da Silva et al. (2019), sugeriu existir evidéncia da
relacdo deste gene com disgenesia gonadal 46,XY, ao encontrar alteragdes missense raras, em
heterozigose, classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas em 5 familias e
6 casos esporadicos.

Em 2020 McElreavey et al. identificou alteracdes patogénicas, em heterozigose, no
gene DHX37, em individuos 46,XY com androgenizacédo reduzida e concluiram que este gene
€ uma nova causa genética autossdbmica dominante para DDS 46,XY. Por fim, em 2023,
Oliveira et al. (2023) sugeriram significativa relagdo do gene DHX37 com DDS 46,XY

sustentada através da andlise preditiva in silico.

Quadro 6. Classificacdo da alteracdo p.Leu797Val, no gene DHX37, conforme algoritmos utilizados.

Algoritmo Resultado Classificacao/Score
Deletéria Neutra
SIFT 0,01 <0,05 >0,05
PolyPhen-2 1.0 1.0 0.0
Mutation Taster | 32 215 0.0

As analises preditivas in silico realizadas com trés algoritmos (Quadro 6) revelaram
que a alteracdo p.Leu797Val no gene DHX37 é provavelmente patogénica, afeta a funcéo da
proteina, sendo uma possivel causadora da condicdo clinica. Esses resultados apontam para
uma possivel relacdo dessa alteracdo com o fenotipo do caso DDSXY-07.

Assim como no caso DDSXY-03, a bidpsia gonadal pode ser um exame importante na
elucidagdo deste caso, uma vez que os exames de imagem n&do revelaram derivados
Miillerianos e as alteracdes identificadas no gene DHX37 tém sido reportadas em casos de

disgenesia gonadal parcial. Além disso, por tratar-se de um gene novo relacionado a DDS e
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pelos poucos estudos reportados na literatura, a analise funcional é uma ferramenta importante

para o entendimento do efeito da alteracdo sob a proteina DHX37 alterada.
5.3.4 Caso DDSXY-10

O primeiro atendimento deste participante com geneticista ocorreu aos 22 dias de vida,
ocasido em que os genitores indicaram a ambiguidade genital como queixa. Com sexo de

criacdo feminino, a participante ¢ filha Unica de genitores ndo consanguineos, sem relatos de

recorréncia familial do distarbio (Figura 9).
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Zég)lé:? 9. Heredograma do caso DDSXY-10. Caso indice - 1VV-3, paciente com sexo social feminino e cariotipo

Ao exame fisico, confirmou-se a ambiguidade genital, que foi classificada como Q4
na escala de Quigley, com gbnadas palpaveis bilateralmente localizadas em regido
labioescrotal. Diante dos exames complementares e quadro clinico observado, foi atribuida a
categoria diagndéstica de DDS 46,XY com defeito na sintese ou acdo dos androgenos.

O NGS identificou uma heterozigose no éxon 4 do gene NR5AL, a alteragédo
€.250C>G, ndo descrita previamente na literatura e que resulta na substituicdo de uma
arginina por glicina no aminoéacido 84 da proteina SF1 (p.Arg84Gly). Esta alteracdo néo foi
encontrada no dbSNP, ndo esta reportada nas bases ClinVar e HGMD.

O gene NR5AL, locus 9g33.3, codifica a proteina SF1 (do inglés, Steroidogenic factor-
1), um fator de transcricdo que se liga ao TESCO do SOX9, o auxiliando na interacdo com seu

proprio promotor. Diante dessa interacéo, ocorre um feedback positivo nas células de
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Sertoli que garante sua expressdo em altos niveis, contribuindo fundamentalmente na
esteroidogénese e no desenvolvimento sexual, como um regulador em etapas do
desenvolvimento adrenal e gonadal (Achermann et al. 2002; Sekido; Lovell-Badge, 2008).

Alteracdes patogénicas no gene NR5A1 sdo associadas na literatura a quadros de DDS
46,XY. Estas alteracBes resultam em variados fendtipos, como defeitos na produgdo de
androgenos, disgenesia gonadal, hipospadia, anorquia bilateral, entre outros (Fabbri et al.,
2016; Fabbri-Scallet et al., 2018; Robevska et al., 2018).

No aminoacido 84 da proteina SF1, estdo reportadas no HGMD as alteragdes
p.Arg84His e p.Arg84Cys. A alteracdo p.Arg84His foi relacionada a um quadro de sub-
androgenizacdo com ambiguidade genital, publicada por Kohler et al. (2008) e a alteracédo
p.Arg84Cys, publicado por Reuter et al. (2007) relacionada a disgenesia gonadal parcial.

As analises preditivas in silico realizadas com trés algoritmos (Quadro 7) revelaram
que a alteracdo p.Arg84Gly no gene NR5A1 é provavelmente patogénica, afeta a funcdo da

proteina, sendo uma possivel causadora da condi¢éo clinica.

Quadro 7. Classificacdo da alteracdo p.Arg84Gly, no gene NR5A1, conforme algoritmos utilizados.

Algoritmo Resultado Classificagao/Score
Deletéria Neutra
SIFT 0,00 <0,05 >0,05
PolyPhen-2 1.0 1.0 0.0
Mutation Taster | 94 215 0.0

Por ser uma alteracdo nunca descrita, faz-se necessario estudos complementares para o
entendimento do seu efeito sobre a proteina SF-1 e sua possivel associa¢do com o fendtipo de
do paciente. Com base nos resultados da analise preditiva in silico, ndo podemos descartar sua
relagdo com o fenétipo do caso DDSXY-10.

Assim como nos casos DDSXY-03 e DDSXY-07, a biopsia gonadal pode ser um
exame importante na elucidacdo deste caso, uma vez que 0s exames de imagem néo revelaram
derivados Mullerianos e alteracGes no gene NR5AL sdo reportadas, em sua grande parte, em

casos de disgenesia gonadal parcial.

5.4 Casos de DDS 46,XY sem etiologia esclarecida

Os DDS 46,XY sédo conhecidos pela complexidade genética e sobreposicéo fenotipica.

A investigacdo molecular é fundamental para a elucidacéo diagnéstica desses casos, contudo,
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mesmo com métodos avangados de investigacdo molecular, casos sem diagndstico etiolégico
esclarecidos apresentam-se numa frequéncia variavel entre 33%-80% (Hughes, 2008; Ahmed
et al., 2013; Gazzaneo et al., 2016; Gomes, 2022).

Neste estudo, 40% da amostra apresentou alteracdes em genes que sédo fundamentais
na determinacdo/diferenciacdo do sexo e seguem em investigagdo da possivel correlagdo
gendtipo-fendtipo. Ja 60% permanecem em investigacao visando a identificacdo de alteracdes
patogénicas que possam justificar o fenotipo. A andlise funcional das alteragdes aqui

identificadas sdo necessarias para a correta correlagcdo gendtipo-fendtipo em cada caso.
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6 CONCLUSOES

e O sequenciamento Sanger néo revelou alteracfes patogénicas no gene HSD17B3 nos
dez casos investigados;

e O NGS revelou alteracbes nos casos DDSXY-03, DDSXY-04, DDSXY-07 e
DDSXY-10;

e (Os casos DDSXY-01, DDSXY-02, DDSXY-05, DDSXY-06, DDSXY-08 e DDSXY -
09, ndo apresentaram alteracdes através do NGS e permanecerdo em investigacéao.

e As alteragBes p.Argl89Cys na proteina FKBP4; p.Leu797Val na proteina DHX37 e
p.Arg84Gly na proteina SF1 se mostraram patogénicas nas analises preditivas in
silico.

e Investigagdes complementares serdo fundamentais para a correta correlagdo
gendtipo/fenotipo.

e Os resultados deste estudo reforcam a complexidade da elucidacdo etiol6gica dos
DDS 46,XY.
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APENDICES

Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 2016 - 2018

Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarccido (T.C.LE.) - pura os responsivens

B e _respoasavel por - WRorizo

s participagdo como voluntinoe em estixlo realizado no Hospital Universstars Prol. Alberto Antuses da UFAL, Recebi de

Isabella Lopes Monlled Susane Vasconcelos Zanotti, respoasaveis por sua execuglo. as sepuintes informagoes gue me

fizeram entender sem dificuldades ¢ sem diyidas 0s seguimles aspectos:

®  Que o estlo se destina n conhecer as carcteristicas clinicas ¢ as causas de Disturbios da [iterencuagio do Sexo.

o Que a importincia deste estuda ¢ reconhecer as especificxlades desses distirbios na populagio de Alagoas tomando
coma referéncia as pessoas atendidas no servigo de gendtica do Hospital Universitario Professor Alberto Amunes.

o Que os resultados gue se desejam alcangar sdo: conlwoer & carcteristicas demogrilicas ¢ genético-chiricas de DDS na
populagio de Alagoas, bem como as implicagdes desse tipo de distarbio genético, especinlmente no que se refere a
particolanidode da puberdade em casos de DDS ¢ suas implicogdes par os pacientes,

o Queesse estudo comegans em ontubro de 2016 ¢ terminara em setembro de 2018,

o Que o estudo seri feito da sepuinte mancira: coleta de dados clinicos ¢ familinis por meso de exame fisico por medico
geneticista, atendimento psicoldgico. wrupo de fala ¢on emtrevisin. Amdlise de heredogranie carlotipo de sangue
periférico. exames bormonais. ultrassonografia abdominal ¢, quando pertinenite. teenicas moleculares para elucidagio do
diagnostico.

e Que mewminba filho(a) participard das seguintes esapas: atendimentos ¢linico, entreviste, exames labortoriais ¢ de
imagem,

Que ndo hi outros meios conhecidos pari se obter os mesmos resultados.
Que os incomodos que elela) podera sentir com a participagio sdo: wm possivel desconforto por envolver aspectos sobee
o sun sexualidade: que. no emtamto, edela) tem o direito de se recusar @ responder. caso se sinta constrangsdola),

o Que cle(a) deverd contar com assisténcia dos responsaveis pela pesquisa, coso tenha duvslos em relagdo o mesma.
podendo entrar em contato com ¢les através dos Ielefones cujo 0s NAMCros encontram-se ndiome neste documento.

o Que os benelicios que eletn) devert esperir com o sun participagdo no estado sio a definigio do seu diagnostico ¢
tratamento. aconselhamento genético ¢ atendimento psicoldgico. Além disso. o8 benelicios mdiretos sio a conlribuigdo
das informagdes para amplinglo do conhecimento atual sobre esses disturbios em vistn do planciamento de politicas
publicas d¢ saide.

o Que seremos informados sobee o resultodo final desta pesguisa, © sempee gue descpar sern fomecido esclarecimentos
sobre qualquer ctapa da mesana,

o Que. o quakjuer momento ele(a) poder se recusar a continuar participando da pesquisa ¢, tambeém, que poderei retirar
meu consentimento. sem que 5o he traga qualquer penalidade ou pecjuizo:

e Que as informagdes consezuidas atraves da participagho ndo permitirdo a sun identificagdo. execto aos respoasiveis pelo

estudo, € que o divelgacdo das mencionadas informagdes so serllo feitas entre on profissionais estudiosos do nssumto,

*  Que eu nilo terei qualguer despesa com a panticipagio do meu [ilho nesse estudo ¢, gque poderet ser indenizado por danos

que ele venha a sofrer pela mesma razio,

®  Que cu receberei uma vin assinada do presente Termw de Consentimento Livee ¢ Esclarecido,

o Finalmente. tendo cu compreendido perfeiamente wdo o gue me foi informado sobee a panticipagho do meu minha

filboa) no mencionado estodo ¢ estando consciente Bos nossos dircitos, das nossas responsabilidades, dos riscos ¢ dos

beneficios que essa participagiio implica, concordo ¢ autonzo mew minha filhda) a participar ¢, portanto, eu DOU O MEU

CONSENTIMENTO, SEM QUE PARA 1550 EU TENHA SIDO FORCADA OU OBRIGADO(A),

Enderego do(n) purticipante-yoluntirioda):
Domicilio: {rua, praga, conjunto);

Bloco: /N Complemento:

Rairro: 'CEP/Cidade: Telefone:

Ponto de referéneia:

Contato de urgéncia: Profo. Dra. Isabella Lopes Moalled Profa. Dra, Sasane Vasconcelos Zasou, Enderego: Servigo de
Genéticn Clinica, Campus A.C. Simdes S'mo. Ciddade Universitaria. Tabuleiro dos Martins, Maceia. Tel: 3202-3774

Endereco dios.as) responsdve(lis) peta pesquisa: fnstituigdo: Universidade Federal de Alagoas
Enderego: Campus AC, Simbdes S'no. Cidade Universitaria - Instituto de Psicologia
Bairro: CEP: Cidade: Tabuleiro dos Martins, Maceio. Telefones preontato: 32 141786 3202389 i

[ATENGAO: Para informar acorréncias imegulares ou danosas durante a sua participagdo no estudo. dirija-se ao: Comié
“de Etica em Pesquisa (CEP), penencente & Universidade Federal de Alagoas, Campus A.C. Simides S'no, Cidade
Universitaria. Tel: 32141081 Email: comitedeeticai@nfal be.

- — e

C(Assinatura ou impressio datiloscapica d(oa) volntario.a) Nome ¢ Assinatura do(s) mﬂmnwﬂcisl pelo estido
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para responsaveis 2021 - 2026

Termao de Consentimento Livee ¢ Esclarecido (TAOCLE.) — para responsdvels (autorizacio)

0 Comité de Frica em Pesguisa (CEF) & um colegiade interdisciplinar ¢ independente, presentes nas
imstitwigdes que realizam pesquisas. Foi crado para defender 0s interesses dos participantes da pesquisa em
sua integridade ¢ dignidade ¢ para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes dicos. O
CEP & responsivel pela avaliacho ¢ scompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas, incluindo
pesquisas com seres bhumanos, visa salvaguandar a dignidade, os direitos, a seguwranca ¢ o bem-estar do
participante da pesguisa.

Eu, _ : : : . responsivel por : : I .

autorizo sua participacio como voluntine mo estiudo realizado no Hospital Universitdrio da Prof. Alberto

Antunes — Universidade Federal de Alegoas (HUPAA-UFAL). intitulado: “Distirbios da diferenclacio

do sexo em Alagoas: da atencio prinviria so diagndstics etisligico ¢ tratamento multidsciplinar”. Recebd

de Regmaldo losd Petrolilsabella Lopes Monlled/Marshall ltalo Barros FostesReinalde Lusa de Omena

Filbho/Camila Maia Costa de Queiroz Souto, responsiveis pela execugiio da pesquisa, as seguintes informages

que me fizeram entender sem dificubdades ¢ sem dividas os segointes aspectos:

& (jue o estudo se desting a conhecer as caracteristicas clinicas ¢ as causas dos Distirbios da Diferencisgio
do S,

O a importineia deste estudo & reconhecer as especificidades desses distlirbios na populacio de Alagoas.
O oz pesultados que se desejam aleangar sfio: conhecer as caractersticas demogrificas ¢ genético-clinicas
di DS na populacio de Alagoas, bem como as implicagtes desse tipo de distirbio gendtico.

Oue esse estudo comegard em mabe de 2021 ¢ terminard em malo de 2026,

O 0 estudo serd feito da seguinte maneira: coleta de dados clinkcos ¢ familiais por meio de entrevista,
exame fisice por médics gencticista ¢ atendimento psicoldgico. Essa etapa serd realizada durante consulia
ambualatonial, no servigo de genética clinica do HUPAA-UFAL, previamente agendada, com duracio de
aproximadamente 60 minutos. Para suxiliar a elocidag®o diagndstica ¢ aconsellamento genético, serd
realizado:

*  heredograma, para identificar o3 imndividuos na familia;

canbtipo, para determinar a constitui¢io cromossdmica;

Exames hormonals para estabeleciments do perfil hormonals

Ultrassomografia abdominal como exame de imagem do trato genito-arindrio:

Examees mobeculares, para identificar possiveds alieragdes no material genético. (Para a realizaciio dos

exames moleculares, o materlal biolégico do participante da pesquisa poderd ser enviado para a

Universidade Estadual de Campinas - 830 Paulo ou ootro laboratbrio particalar, com dnica e

exclusiva finalidade de realizagio de exames que ndo sdo realizados no Laboratdrio de Gendtlea

Maolecular Humana do HUPAATUFAL. Apds a utilizacio do material biokligico, o mesmoe serd

deseartado).

¢ ue men/minha filhofa) participard das seguintes etapas: atendimento clinleo, entrevista ¢ exames de
cariitipo, hormonaks, imagem ¢ moleculares.

& (Jue ndo hd outros meios conhecidos para s obler 0s mesmos resulisdos.

«  ue os inchmodos que ele(a) poderd sentir com a participagio sdo: duranic a coleta de sangue, que serd
utilizado para o exame de candtipo, hormonal e molecular, mes/'minha filho{a) poderd sentir dor no lecal
da picada da agulha. Depois poderio surgir manchas roxas no mesimo local. Em odas essas sitiaghes, me
foi garantido que & equipe tomard as providincias pas que estes inedmodos sejam minimos,

« (e elefa) deverd contar com assisténeia dos responsiveis pela pesquisa, caso tenha dividas em relagio a
meama, podendo entear em contato com eles atrmviés dos telefones cujo nlmenos encontram-se adianie peste
documento.

e (e os beneficios que eleja) deverd esperar com sua participacio sio a definkcio do sen diagndstico,
trataments, aconselhaments genético ¢ atendimento psicolégico. Além disso, os beneficios indiretos
sio: contribulgiio para o maior entendimento sobre os casos de DDS em Alagoas ¢ o aumento nas
produghes cicntificas pertinentes a0 tema, possibilitando maiores discussdes ¢ o aperfeigoamento do
atendimento das pessoas com DDS ¢ seus familiares bem como ampliagho do conbecimento atal sobee
esaes distirbios em vista do plancjamento de politicas pdblicas de safde.

1del
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#  Que seremas informados sebre o resultadoe final desta pesquisa, ¢ sempre gue dessjar:

& Sero fornecidos esclarecimentos sobre a8 ctapas do estudo;

o A qualguer momento poderel me recusar a continuar participando da pesquisa e, também, que podenei

feliraF el consenlimento, sem que isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo;

# Oue as informacdes conseguidas através da participacio do mewminha filhofa) ndo permitisio
identificacio, eweelo sos responsdveis pelo estudo, ¢ que a divulgacio das mencionadas mformacies 56 serfo
fizilas enire 08 profissionais estudiosos do assunto.
* (e eu ndio terel qualquer despesa com a panticipagio do men/minha filho{a) nesse estudo e, qoue podered
ser indenkzado por danos que venha a sofrer pela mesma razdo.
# (Jue en receberel uma via assinada do presente Termo de Consentimento Livree ¢ Esclarecido.
« Finalmente, wendo compeecndido perfeitamente tado o que me foi informado sobre a participacio do
men'minha filhofa) no mencionade csude ¢ estando consciente dos nossos  direitos, das nossas
respofsabilidades, dos fscos ¢ dos beseficios que essa participacde implica, concords ¢ autorizo a
participacio do men/minha filhoja) nesse estudo e, portantos, OU O MEU CONSENTIMENTO, SEM
QUE PARA 1S5S0 EU TENHA SIDG FORCADOA) OU OBRIGAT A )
#  Esie TCLE serd impresso em duas VIAS (e ndo "COPIA"), que serfio assinadas ao final pelo participante
da pesquisa, ou por scu representante legal, assim como pelo pesquisador responsdvel, ou pelas pessoas por ele
delegadas (Resolugio CHNS no 466 de 2002, vem [V 5.d)

* Enderego do(a) participante:
Demicilie: (moa, praga, comjunio):
Bloco: W™ /Complemento:

Bairro: /\CEPCidade: /Telefone:
Ponie de referéncia:

Contato de urgéneia: Prof. Dr. Reginaldo José Petroli’ Profa. Dra. Isabella Lopes Monlled/ Prof. Dr
Marshall ltalo Barros Fontes! Prof. Dr Reinaldo Luna de Omena Fillo' Profa. Dra. Camila Maka Cosia
de Cuelroz Soute. Endereco: Servige de Gendtica Clinkea, Hospital Universitario Prof. Alberto
Amtunes/Universidade Federal de Alagoas, Campus AJC Simides. Avenida Lourival Melo Mota S0,
Bairro: Tabuleire dos Martins, Maceld-AL, Brasil, CEP: 57072-970. Telefone p/eontato: (82 )32023580 /
{B2)32023774

Endereco dins.as) responsdve(Lis) pela pesquisa (OBRIGATORIO):

Universidade Federal de Alagoas - Faculdade de Medicina

Avenida Lonrival Melo Mota S/N, Baireo: Tabuleire dos Martins, Maceid-A L, Brasil,
CEP: 57072970

Telefone pleontato: 32023896 /32141858 — E-mail: reginaldo.petrolii famed. ufalbr

ATENCAD: Para informar ocorréncias irmegulares ou danosas durante a sua pasticipagio no estudo, dirija-se
an: Copmitd de Etica em Pesguisa (CEP), pefencente 3 Universidade Federal de Alagoas. Campus A.C.
Simdes S'no. Cidade Universithna. Tel.: 32141041 E-mail: comitedecticaiiufal br.

Assipamira o impeessdo datilosebpica dio.a)
pamicipante da pesquisa.

Mo ¢ Assinanira dofs) responsdvel{cis) pelo
catudo

1del
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Apéndice C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participantes 2021 - 2026

Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarechlo (T.C.L.E.) — para participantes da pesquisa

0 Comité de Etica em Pesguisa (CEP) & um colegiado interdisciplinar ¢ independente, presentes nas
imstitwigdes que realizam pesquisas. Foi criado para defender o8 interesses dos participanies da pesquisa em
sua integrndade ¢ dignidade ¢ para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padebes dicos. O
CEP é responsivel pela avaliagho ¢ acompanhamento dos aspectes &ticos de toedas as pesquisas, incluindo
pesquisas com seres humanos, visa salvaguardar a dignidade, os direitos, a seguranga ¢ o bem-estar do
participante da pesquisa.

Bo, e aceilo participsr como

volunténe do estudo realizado no Hospital Universitirio da Prof. Alberto Antanes — Universidade Federal

de Alagoas (HUPAA-UFAL), intitulado: “Distirbios da diferenciagio do sexo em Alagoas: da atenciio
primdria ao diagndstieo etiobigieo ¢ tratamento multidisciplinar™. Reccbi de Reginaldo José Petrolilaabella

Lopes MonlledMarshall italo Barros Foutes Reinaldo Luma de Omena Fillo/Camila Maia Costa de Queiroz

Souto, responsiveis pela execugio da pesguiza, as seguintes informagdes gue me fzeam entender sem

dificuldades ¢ sem dividas os seguintes aspectos:

& (hue o estodo se desting a conhecer as caracteristicas clinbcas ¢ as cansas dos Distirbios da Daferenciagio
do Ses.

& (e a mportineia deste estudo & reconhecer as especificidades desses distirbios na populacio de Alagoas.

& (hue os resultados gue se desejam alcangar sio: conhecer as caracteristicas demogrificas ¢ genético-clinicas
de DDS na populacio de Alagoas, bem como as implicacies desse tipo de distirbio gendtico.

OQue esse estudo comecard em mako de 2021 ¢ terminard em mabo de 2026,

Qe o estudo serd feito da seguinte maneira: colbeta de dados clinkeos ¢ familiais por meio de entrevista,
exame flsico por médico gencticista ¢ atendimento psicoldégics. Essa etapa serd realizada durante consulia
ambulatorial, no servige de gendética clinica do HUPAA-UFAL, previamente agendada, com duragio de
aproximadamente &0 minoios. Para auxiliar a clucidagdo diagnbstica ¢ aconselhamento genbtico, serd
realizado:

heredograma, para identificar os mdividuos na familia;

caribiipo, para determinar a constituiglo cromossdmica;

Exames hormonals para estabelecimento do perfil hormonal;

Ultrassonografia abdominal como exame de imagem do trato genito-urindrio;

Exarmes moleculanes, para identificar possiveds alteragtes no material genético. (Para a realizagdio dos

exames moleculares, o material bislégico podersd ser enviado para a Universidade Estadual de

Campinas - Sdo0 Paulo on owiro laboratirio particalar, com dnica e exclusiva finalidade de

realizacio de exames gue nibp sdo realizados no Laboratdrio de Gendética Molecular Humana di

HUPAANUFAL. Apds a utilizacio do material blolégico, o mesmo serd deseartado .

o  ue participarel das seguintes etapas: atendimente clinioo, entrevista e exames de caridtipo,
hormonaks, imagem ¢ molecalares.

(e 0o hi outros meios conhecidos para se obier 0z mesmos resuliados.
Que os Inchmoedos que posso sentlr com minha participacio sio: durante a coleta de sangue, que serd
utilizado para exame de caridtipo, hormonal e molecular, posso sentir dor no bocal da picada da agulha
Depois poderio surgir manchas roxas no mesmo bocal. Em fodas essas situagibes, me fod garantido gue a
equipe tomark as providineias para que estes incdmodos sejam minimos.

Que devo contar com assisténeia dos responsiveis pela pesquisa, caso tenha dividas em relagio a mesma,
podendo entrar em contate com cles através dos telefones cujo nimeros encontram-se adiante neste
docimenio.

# (e os bepeficios que devo esperar com minha parteipagio sio: diagniéstico, tratamento,
aconselhaments genétheo ¢ atendimente psicolbégico. Além disso, o5 beneficios indiretos sfo:
contribolgio para o maor entendimento sobre 08 casos de DDS em Alagoas ¢ o aumento nas producdes
cientificas pertinentes ao tema, possibilitando maiores discussdes ¢ o aperfeigoamento do atendimento das
pessoas com DS ¢ seus familares bem como ampliacio do conhecimento atual sobie esses distirbios em
vista do plancjamento de politicas piblicas de sahde.

#  (Jue serel iInformado sobre o resultade final desta pesquisa, ¢ sempre que descjar:

o Serfio fornecidos csclarecimentos sobre as etapas do csfudo;
& A qualquer momsente podenel me recusar a continuar participando da pesquisa e, tambdm, que poders
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relirar oy consentimento, sem que isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo;
1del

#  Cue as informagbes conseguidas através da minka participacio nfo permiticko identificagio, exceto aos
responsiveis pele estudo, ¢ gque a divulgacio das mencionadas informagtes sb serfio feitas entre o8 profissionais
catdiosos do assunto.

*  Clue cu ndo terei qualquer despesa com minha participacio nesse estudo e, que poderel ser indenizado
peo danos gue venha a sofrer pela mesma razdo.

« (e en receberel uma via assinada do presente Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarecido.

&  Fialmente, tendo compreendido perfeitamente tudo o que me fol informado sobre minha participseioe no
mencionade cstudo ¢ estando consciente dos nossos direitos, das nossas responsabilidades, dos riscos ¢ dos
beneficios gue eisa partcipacdo implica, concordo em participar dese estudo e, portanto, DOLU O MELU
CONSENTIMENTO, SEM QUE PARA IS50 EU TENHA SO FORCADO A ) OU OBRIGADINA).
o  Eate TCLE serd impresao em duas VIAS (e nfo "COPIA"), que sero assinadas ao final pelo participants
da pesquisa, ou por scu representante legal, assim como pelo pesquisador responsdvel, ou pelas pessoas por cle
delegadas (Resolocio CMS mo 466 de 2002, e [V.5.d)

*  Endereco doja) participante:
Depmicilie: (moa, praga, conjunto):

Bloco: MN™ iComplemento:
Bairro: ACEP/Cidade: Telefone:

Ponte de referéncia:

Contate de urgéncia: Prof. Dr. Reginaldo José Petroll Profa. Dra. Isabella Lopes Monlled' Prof. Dr
Marshall italo Barros Fontes! Prof. Dr Reinaldo Luna de Omena Fillo! Profa, Dra. Camila Maka Costa
de Quelroz Souto. Endereco: Servigo de Gendtica Clinkca, Hospital Universitdrio Prof. Alberto
Amtunes/U niversidade Federal de Alagoas, Campus AJC. Shmdes. Avenida Lourival Melo Mota 5,
Bairro: Tabuleiro dos Martins, Maceld-AL, Brasil, CEP: 57072970, Telefone p/eontato: (823202380 /
(8232023774

Endereco dfnsas) responsdve(Lis) pela pesquizsa (OBRIGATORID):

Universidade Federal de Alagoas - Faculdade de Medicina

Awenbda Lowrival Melo Mota 5N, Balrro: Tabulelro dos Martins, Maceid-AL, Brasil,
CEP: 57072970

Telefone pleontate: 32023896 /32141858 — E-mail: reginaldo.petroli@ famed.ufal.br

ATEMNCAD: Para informar ocorméncias irmegulares ou danosas durante a sua pamicipagdo no cstudo, dirija-se
ao: Comitd de Etica em Pesguisa (CEP), pemtencente 3 Universidade Federal de Alagoas. Campus AC.
Simwdes 5o, Cidade Universitima. Tel.: 32141041 Email: comitedeeticajaufal be.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa CAAE: 59929716.8.0000.5013

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plabaforma
ALAGOAS asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizaco de Distdrbios da Diferenciaco do Sexo em Alagoas: ume abordagem
muiltidisciplinar no SUS

Pesquisador: SUSAME VASCOMCELOS ZANOTTI

Area Tematica: Gendtica Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Gendtice Humana gue ndo necesaita de analiae
&tica por parte da COMNER;);

Versfo: 1

CAAE: 59929716.8.0000.5013

Instituicio Proponente: Universidade Federal de Alagoas
Patrocinador Princlpal: Financamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mamers do Parecer: 1.753.480

Apresentacio do Projeto:

O presente projeto amplia as investigagdes. iniciadas em 2009, a partir do anseio de pesguisadores em

mizdificar o panorama do atendimento 8 packentes com diagndstico de distrbios da diferenciagio do sexo
em Alagoas. Sendo assim, enfatiza & importancia de uma abordagem multdisciplinar no atendimento &

casos de distirbios da diferenciagio do sexo, eam virlude de sue complexidade quanio ao diegndstico,

tratamento, & seus efeitos subjstivos pare pais e pecientes. Tem como objetivoa: (1) descrever as
caracieristicas clinicas e etiolbgicas de pessoas com diagnostico de Distlrbios da Diferenciacdo do sexo
etendidas no SGCHUPAA-UFAL; (2) etealizar @ ampliar o banco de dados de pacientea com Distrbéos da
Diferencia¢do do sexo em Alagoas; (3) examinar a particularidade da puberdede em casos de Disblrbios da
Diferenciagio do Sexo e suas implicapdes para os pacientes; (4) aprofundar o estwdo psicanalitico sobre &
puberdade em casos de Sindrome de Tumer, especialmente no que s refere ao cornpo @ 4 sexualidade
fernining; {5) rewndr informactes para subsidiar o plansjamento da atengéo & sabde de pessoas com DDS no
5US em Alagogs. Métodos: pesguise observacional com amosira a ser constituida por sujeitos com DDS em
qualguer idade, com ou sem anomalidades da morfologia genital externa. Para coleta de dedos serd
utilizado protocola clinico; exames clinicos e

Emderego:  Av. Lourval Melo Mola, n - Campus A . C. Smies,
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Pdigina 0 da 34

59



UNIVERSIDADE FEDERAL DE W
ALAGOAS

Conlinisds & Pardoai. 1753488

laboratonais; entrevista clinica efou grupa de fala com pacientes pdberes efou com diagnastico de Sindrome
de Tumer; oficina sobre DOS com profissionais des principais matermnidades da reds pdblica de Maceid. As
caracteristicas etiologicas serdo estudas com bese na andlise de heredograma, caridtipo de sangue
peritérico e, guando pertinents, técnicas moleculares. A analise do material rewnido sobre a puberdade em
casos e DDS e suas implicagbes para os pecientss serd reslizada a panir da leitura psicansalitica sobre &
salde da intdncia, 8 diferenga dos sexos. o despertar para o mal-estar e a exigéncia de um trabalho
peiquico. Por meio desta nove abordagem ecredits-se que serd possivel ampliar o conhecimento sobre as
caracteristicas demografices, clinices e eticlogicas de DDS na populagdo de Alagoas, bem como &
particularidade da puberdade em casos de Distirbios da Diferenciacdo do Sexo e suas implicagdes pare os
pacienies. Palavras-chave: psicologia, gendtica, endocninopediatria, distOrbios da diferenciagéo do sexo.

Objetive da Pesguiza:
Objetivo Priméario: Objetivo geral: Analisar a8 principeis caracteristicas de Distdrbios da Diferenciagéo do
Sexo (DDS) em Alagoas, a partir do aporie multidisciplinar dos aspecios clinicos e laboratoriais.

Objetivo Secundario: Objetivos especificos: (1) Descrever as caracteristicas clinicas e etioldgicas de
pessoas com diegnastico de Distirodos da Diterenciagio do sexo atendidas mo SGECHUPAA-UFAL. [2)
Apalizer e ampliar o banco de dados de pacientes com Distirbios da Diferenciacgo do sexo em Alagoas. (3)
Examinar a particularidade da puberdade em casos de DistOrbios da Diferenciagio do Sexo e suas
implicagdes para os pacientes. (4) Aprofundar o estwdo psicanalitico sobre a pubsrdade em casos de
Sindrome de Turner, especialmente no que se refere ao corpo & A sexualidade feminina. (5) Reunir
informagtes para subsidiar o planejamenio da atencéo & salde de pessoas com DDS no SUS em Alagoas

bvallagio dos Riscos & Beneficlos:

Aiscos: Os nscos Que 8 pESQUISE POSSE BCEMetar &0 participantes caracterzam-se por giguns incimodos
que elela) podera sentir: um possivel desconforio por enwolver aspectos sobre & sua sexuabdade; que, no
entanto, ele(a) tem o direito de s recusar & responder, CES0 B Sinta constrangido ).

Beneficios: Quanto acs beneficics esperados com & pesquisa com & participacio no estudo destaca-se &

definigio do seu disgnostico e tratamenio, aconselhamento genstico e atendimento psicoldgico. Além dizso,

0z beneficios indiretos sdo & contribuicio das informaghes para
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ampliagdo do conhecimento atual sobre esses distlrbios em vista do plansjamento de politicas plblicas de
sabde.

Comentirios e Conslderacies sobre a Pesquiza:

Trata-s& de estudo tranaversal para aprofunder conhecimentos sobre oa Distwrbios de Diferenciagdo do
Sexo em Alagoas. Além disso procura identificar de forma multidiscilinar maneires de aperfeigoar o
trataments desta condigio

Consideracbes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Adequadamenie apresentasos

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inedeguacies:

Por estar de acordo com &5 recomendaces da Resolugio 466/ 2 sugerimos sua aprovecio
Consideracies Finale a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:

Tipo Documenio Arquivo Postagem Autor Situagao
Infonmagtes Basicas|FB_IMFORMALDES BASICAS DO F | 150W2016 Acero
o Projeto ROJETO_ 757506 pdf 06:11:43
Projetn Detathado /| ProjetoCEPfinal_pdf 15/408/2016 |SUSAMNE Acsito
Brochura 0610507 | VASCOMCELOS
Lvetigegior ZAMOTT
TCLE ! Termos de | TCLEresponsevelsDDS2016.pdt 15082016 |SUSANE Aceiio
Aszentimento / 060242 |VASCOMCELOS
Justificative de ZAMOTTI
Auséncis
TCLE / Termos de | TCLEpacientesDDE2H 6_pdf 1500206 | SUSAMNE Acedo
Aszentimento / 060212 | VASCOMCELOS
Justificative de ZAMOTTI
Ausfncia
[Declaracho oo TermoHUPRAA pdl 14072016 | SUGAME Acenn
Institwicio & 155707 |VASCOMCELOS
Infrasstruture ZAMOTTI
Declaragéo de Termopesquisador. pdf 1400772016 |SUSANE Acero
Peaguisadores 15:55:115 | VASCOMCELOS

ZAMOTTI
Cronograma CRONOGRAMA pdf 1400772016 |SUSANE Aceitn
15:48:44 |VASCOMNCELOS
TTI
Folha de Roato Folnaderosto. pdr 141072016 AME Acefo
15:34:41 | VASCONCELOS
ZAMOTTI

Emderego:  Aw. Lourval Molo Maola, s - Campus A - C. Smies,

Balro: Cidade Unkrersiana CEP: &7.072-800
UF: AL Municiplo:  MACEID
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Sltuacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreclacdo da CONEP:
Nao

MACEIO, 29 de Setembro de 2016

Assinado por:
Luclana Santana
(Coordenador)

Endereco: Av. Lourval Melo Mota, s - Campus A . C. Smées,
Bairo: Cidade Universitana CEP: 57.072-900
UF: AL Municipio: MACEID

Telefone: (B2)3214-1041 E-mal: comiledoeticautal@gmat.com
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Distirbios da diferenciac®o do sexo em Alagoss: da atengio priméria ao disgndstico
etickgico e tratamento multidisciplinar

Pesquisador: Reginaldo José Petroli

Area Temdtlca: Genética Hurmana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Gendtica Humana gue nio necessita de andlise
gtica por parte da COMNEP;);

Versfo: 2

CAAE: 40073620.4.0000.5013

imstituigio Proponente: UMIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
Patrocinador Principal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER
Namers do Parecer: 4. 548 307

Apresentacio do Projeto:

O3 Distdrbios da Diferenciagio do Sexo (DDS) s8o condighes congdnitas complexas, onde o
desenvolvimento do sexo cromossdmico, gonadal & anatdmico & atipico. A avaliagso multidisciplinar de
pessoas com DOS & tarets fundamental @ indispensével para o cometo disgndatico e melhor progndstico das
familias afetadas. Em Alagoas, 3 stengao doa casos de DODS por equipe multidisciplingr inicisram em 2008,
o que possibilitou o stendiments de aproximadamente 250 familias até o presente. da iniciativa de
professores dos cursos de Psicologia @ Medicina da Universidade Federal de Alagoas e UMCISAL,
respeciivamente. Em 2008-2011, a primeira investigacio no &mbito do Programa de Pesquisss para o SUS
(PPSLUS), “AtencBo integrada em salde a pacientes com ambiguidade genital em hospital tercidno do SUS
em Alagoas® (ZAMNOTTI, 2011) analisou os resultados de uma proposia de atendimento dinkco integrado a
participantes da pesquisa com quadro de anormalidade genital. Os resultados demonstraram gue a
interlocugan entre og profissionais eatrutunow, sistematizou & padronizou & roting de atendimento integrado
no ambulatério de genética e possibilitou uma pratica clinica menos fragmentada e orientada pela
especificidade de cada caso. Em 2013-2015, & segunda pesquisa no Ambito do PPSUS, “Distirbios da
diferenciacho do sexo em Alagoas: sbordagem dinica no SUS™ (ZANOTTI. 2015) propis & ampliacio do
primeiry estedo, para abranger casos de DDS que
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s& manifestarn como alterages da diferenciagdo sexual secundéria e da fertilidade. Assim, amplicu o

Cofliniubcis & Parsosi 4 S03. 307

nimerns & o recorte diagndstico da base de dados criada na pesquisa anterior, & abarcou os DDS com
alteragtes dos cromossomos sexuais — 47 XXY (Sindrome de Klinefelter), 45X (Sindrome de Turner),
A5 346 XY (Disgenesia gonadal mista) e 46 XX/48 XY (gquimersmo). Esse estudo possibilitou, na interface
da medicing com & psicologia. a caractenzasdo dinica & eticddgica de pessoas com DDS atendidas no
SECHUPAA-UFAL; a andlise dos efeitos subjetivos do disgnéstico para os paricipantes da pesquisa,
especialmente no gue se refere & diferenca secoual, 4 anglstia e A relagio gue estabelscem com o préprio
conpo. Além disso, audalou a manutengdo do senvigo de referéncia no Estado de Alagoss para pessoa com
DD, ao viabllizar a realizagao de exameas essancials para & investgecac disgndstica, como o candtipo, &, &
gtencio integrada em sadde por médicos & psicdlogos. A Olima pesguisa no PPSUS, “Caracterizacio de
Distdrbécs da diferenciacio do sexo em Alagoss: uma abordegem multidisciplinar no SUS® (ZANOTTI, 2018)
tomou os resultados das pesquisas anteriores como referencials e propbs uma outra ampliagio: o aporte
multidiscipliner dos sspectos clinicos & |aborstorials. Movamente na interface da medicing com a psicologia,
8 equipe técnica fol constituida por profissionais/pesquisadores de trés Universidades distintas & de
diferentes especialidades: genética clinica; genética mobecular, endocrinopadiatria; citogenética e psicologia.
A partir da investigacio diagndstica; dos resultado dos exames laboratonais e da deciséo lomada a partir do
mesma; das falas dos participantes da pesquiss sobre o disgndstico de distirbios da diferenciacao do sexo
& 08 impasses da puberdade, fol possivel ampliar o conhaciments sobre a3 caracteristicas demograficas,
clindces e etioldgicas de DDS na populagdo de Alagoss, bem como a parficulanidade da pubsrdade am
casos de Distdrbios da Diferenciac®o do Sexo & suas implicaghes. A presante proposia visa a continsidade
das agdes de sehde relacionadsas aos DDS, tomando como referéncia as experiénciss das edighes PPSUS
acima citadss, propde a manutengdo do atendimento integrado & parcenias intra e interinstitucionais, além
de ampliar o5 cendrios de atendimento para o Programa Macional de Tragem Meonatal de Alagoas e Micleo
de Atengio & Sadde da Familia da capital & interior & interor do estado.Trata-se de pesguisa observacional
CiNT amosira a ser constitulda por pessoas com suspeita de Distarbio da Diferenciagdo do Sexo (DDS). em
qualquer idade, com ou sam anormalidades genitais. Com base na taxa de nascimentas em Alagoss. na
prevalénos de DDS & na demanda espontines &0 SECHUPAA-UFAL, estima-se a inclusso de 50 casos.
Durante a realizagio do projeto, serd associado & pratica médica de consulta ambulaterial & acolhimento
com equipe da psicologia. O primeiro pesso da investigaglo laboratonal do diagndstico consistird na
realizagao de exame de caridtipo para todos os participantes da pesquisa. Esta etapa serd
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realizada na Uncizal, utilizando as técnicas de bandamento G (Giemsa). A partir do caridtips serdo
realizados: (1} perfil hormonsal (eixo hipotalamohipdfise-gbnadas/supra-renais) e () ultrassonografia do rato
genituringrio (3) exame molecular, conforme indicagdo, como por exemplo: Reagdo em cadela da

Conlinibiis &6 Pareoa 4 503 507

polimerase (PCR), sequenciaments palo método Sanger, MLPA, Sequenciamento de exoma. Para oa
exames moleculares, serd extraido o DNA dos paricipantes da pesguisa. através da técnica fendlica |&
implaniada no Servigo de gendtica clinica do Hospital Universitirio Professor Alberto Antunes da UFAL
(SGCHUPAAIUFAL)Y. Os DMAs extraldos serfio utilizedos para & elucidacio etioldgica dos casos triados
pela casa do pezinho pars & hiperplasia sdrenal congénita (HAC) e dos casos novos atendidos no
SECHUPAAMFAL. Abordagens inovadorss para o diagndstico dos casos de DDS s&o fundamentals para a
glucidacio disgnistica. Mesae sentido, apds avaliagio de cada caso por eguipe multidisciplinar, composta
por especialistas com ampla expertise no sssunio, serd ragada e estratégia para & elucidacdo etoldgica dos
CAs0s Noves & dos casos e diopaticos. Para os casos triados para HAC pelo programa Macional de Tragem
necnatal de Alspoas, serd realizada & investigacdo de mutagbes frequentes no gene CYP21A2, atrevés da
PCR Alelo Especifico. Essa etapa serd reslizads no SGCHUPAA/UFAL. Para os casos de HAC que nao

apresentarem sfteragies pela PCR, serd realizado o sequenciamenio completo e MLPA do gene CYF2142.

Uma das metas desse projeto & a implementacio do seguencaments do CYP21AZ no SGCIUFAL. Como
trata-s& de uma técnice complexa, a equipe exacutora do CBMEG/UMICAMP, gue apresenta vasto
confseciments nesse tipo de exame, auxdiard nos ensalos e realizard a contraprova dos resultados. A colets
de dados clinicos e familisis serdo oblidos da partir dos seguintes instrumentos: protocolo wtilizade no
ambulatdrio de genstica do HUPAA, testado & aplicado em estudo anterior {Gazzaneo, et. al, 3015). Para os
casos idiopaticos, serd realizado o sequencaments do exoma, wna tdcnica robusta que identifica alteragio
em todos o genes do genoma humano. Essa técnica estd sendo usado para casos idiopaticos e tem
facilitado a elucidagio etioldgica dos casos de DDS. Essa etapa serd realizeda em laboraténos particularas
g a validagio dos dedos serd realizada no CBMEGUMNICAMP & SGC/HUPAANIFAL. Visando ampliar &
compartiihar o conhecimento acerca da atengac & sabde de pessoas com DDS no SUS, serd realizads
oficina sobre DDS nos programas de residéncia em pediatria de Alagoas e para psicologos dos nickeos de
atengBo & salde da familia da capital @ interior de Alagoas. Ma Oltima etapa da metodobogia, &8 equipe se
dedicard & produgao do relstdrio stravés da organizacso das discussbes dos resultados provenientes dos
diferentes métodos utilizedos. Critério de Inclusio: Pesaoas com suspeita de Distirbio da Diferenciagao do
Sexo, em qualguer idade, com ou sem anormalidades genitais, oriundos do Servigo de Gendtica Clinkca do
Hoapital Universitério Professor
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Alberto Antunes da UFAL e do Programa Macional de Triagem Neonatal de Alagoss. Critério de Exclusio:
Serao excluldos natimorios e casos de malformagtes multiplas.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primdno: Ampliar e descentralizar & atencBo 4 salde dos casos de dishirbio da diferenciagio do
gexo atendidos no SUS am Alsgoss.

Objetivo Secundério:

1 - Descrever as caracteristicas clinicas e etioldgicas dos casos de Distirbio da Diferenciacdo do Seaxo
(DDS) atendidos no SUS em Alagoas, com informagdes adquiridas durante o atendimento por equipe

Conlinuaiis S Paraca. £ 08 07

multidisciplinar & resultados dos exames complementares para a elucidacio etioldgica.

2 - Afualizar o banco de dados sobre Disturbio da DiferenciacBo do Sexo em Alagoss, com informagdes
colhidas durante o atendimento & estedo de cada caso, com informagdes sociodemograficas, clinicas,
citogendticas e moleculares.

3 - Compor um banco de dados dnico para of casos de HAC de Alagoas. Considerando que o PHNTH & o
sarvigo o8 gendtica clinica do HUFAA rednem todos os casos de HAC atendidos pelo SUS em Alagoas,
serd criads wm banco de dados dGnico, com informacdes sociodemograficas, clinicas, citogendticas e
moleculares de cada caso. lsso facilitard o entendimento sobre suas pardiculandades, além de faciitar o
planejamento de apbes, no dmbite do SUS, para esses casosd — Descrever o efeitos das reunites do
grupo de DDS no atendiments dos casos por aquipe mulidisciplinar, através de reunides clinicas, com
periodicidade mensal, com o8 integrantes do gropo multidisciplinar de DDS/HUPAA/UFAL. A partir do
registro escrito das reunides, serd realizada anélise qualitativa das reunides multidisciplinares,
considerando: s demandas enderegadas ao ambulatdrio de DDS; a discussao de casos cinicos e a diregao
do trataments; o3 Impasses na atengio integrada em salde.

5 - Descentralizar aghes de salde para os casos de DDS de Alagoas. através do intercambso de experidncia
entre o grupo multidisciplinar de DDS do HUPAA com profissionais do Programa Macional de Triagem
Meonatal (FNTH) de Alagoas & Mideo de Apolo 4 Sadde da Familia (MASF ) da capital & intenor do estado.
Para atingir esse objetivo, sera realizado curso de capacitacio para os profissionals de sadde do PHNTH e
NASF.

6 - Riewnir informagies para subsidiar o plansjamento da atengao 4 sadde de pessoss com DOS no SUS em
Alagoas, sfravés das informagdes descritas nos objetivos anteriores & das reunibes multidisciplinares.
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Avallagio dos Riscos e Beneficlos:

Riscoa: As amostras de sangue periférico serdo obtdas por punglo venosa, com risco muts baixo. O risco
da coleta de sangue pode incluir hiperemia lecal fransitdra, hematoma, celulite ou fiebite. O desconforto
serd minimo, pois a8 coleta serd realizada por profissional treinado ou pelo responsavel pelo projeto,
devidaments habilitados para este procedimento. Medidss de profecio; assepsia @ antissepsia do local para
8 coleta de amostra de sangue e utilizagBo de materiais descartédveis. A Uirassonografia ndo apresenta
risco a0 packents, excalo &3 Cfisngas gue necessitarem de sedagdo para realizecsko do exame. Contudo, &
sadaCan & de balkko rsco & realizada na presenca de médico e de equipamento de SeguUranca necassarios.
Benefickos: Como beneficics, podemos elencar: sumento nas produges centificas perdinentes a0 tema,
possibilitando maiores discusades & o aperfeigoaments do atendimento de pessoeas com DDS & seus
familiares bem como ampliacio do conhecdmento stual sobre esses distlrbios em vista do planejaments de
politicas plblicss de sadde.

Beneficioa:

Como beneficios, podemas alencar: aumenio nes produgtes cientficas pertinentes ao tema. possibilitando
malores discussbes @ o aperfeicoaments do stendimento de pessoas com DDS e saus familisres bem como
ampliacac do conhecimento atual sobre esses distlrbios em vista do planejamento de politicas plblicas de
S,

Comentirios & Conslderagdes sobre & Pesquisa:
0 presente estudo se encontra de scordo com a Resolugao 466012

Consideracdes sobre o8 Termos de apresentacio obrigabdria:
Sem dbice étco.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagdes:

PENDEMCIAS NO PROJETO

- Recrutamento do participante € aguisigo do TCLE - Solicita-=e gue o termo “pacientelsujeiovoduntano®
saja substituido pelo termo “participante da pesquisa® &0 longo do texto, conforme definigho disposta no item
110 da Resolegio CMS n. 466 de 2012 e art. 2, Xl da
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Resolugdo CHS n. 510 de 2016 descrever esss slapa;
- Raztes para utiizacho de grupos vulnerdvels: descraver - PENDENCIA ATENDIDA
- CRITERIOS PARA SUSPENDER A PESQUISA incluir FENDENCIA ATENDIDA

Conlinuacss & Pareoar 4 S5 507

PENDENCIA DOCUMENTAL

- Autorizagbes: arquivo de Autorizaglo da pesquisa n8o estd abrindo. Reanexd- lo - PENDENCIA
ATENDIDA

- INSTRUMENTO DA PESQUISA: incher, com a opgBo “Mao dese|o respondar” no Instrumento de coleta de
dados - PENDENCIA ATENDIDA

IMPORTANTE: TODOS OS5 ARQUINMOS ANEXADOS A PLATAFORMA devem permitir o wso dos recursos
“copiar” e “colar” em qualguer palavra ou trecho do texto (Norma Operacional CHE n® 001 de 2013, anexo ||
- PENDENCIA ATENDIDA
— lista de checagem para protocolos de pesquisa). PENDENCIA ATEMDIDA

- Arquives dos pesquisadores & institsicies participantes e coparfipantes estdo violados. Reanexs- los -
PENDENCIA ATENDIDA

PENDENCIAS NO TCLE

- O arquive anexado a plataforma pemmite recurso *“COPIAR" e "COLAR" - O arguivo deve permitir o uso dos
recursos “copiar’ e “colar® em qualquer palavra ou trecho do texto (Morma Operacional CNS n® 004 de 2013,
anexdo Il — lista de checagyem para protocolos de pesquisa); - Rever, pois o arquivo do TCLE nBo permite &
opEo copiar & colar - PENDENCIA ATENDIDA

- Momenclatura redativa ao participante da pesquisa - Solicita-se que o termo “paciente/sujeitowoluntario®
sela substitulde pelo termno “participante da pesguisa® ao longo do texto do TCLE, conforme definigio
disposta no item 1110 da Resolucio CHS n?® 468 de 2012: rever em seu texto. PENDENCIA ATENDIDA
- Mumeracio de pagina — Todas as paginas devem ser enumeradas, com & guantidade total delas,
CaMmio, Pl exemplac *1 de 3° & assim sucessivaments, até & paging =3 da 3°; rever am seu 1exio - Linguagem
acessivel: rever linguagem para gue haja compreensao dos parlicipantes da pesguisa - PENDENCIA
ATEMDIDA

- Periodo do estudo: -Rever o inlcio da coleta de dados, considerando Maio/2020 para o inicio das
atividades do PPSUS - PENDENCILA ATENDIDA

- Justificativa, objetivos & procedimentos - Quanto aos procedimentos, descrever no TCLE os procadimerntos
& serem realizados na pesquisa, pontuando quals andlises serdo realizadas & o
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objetive de cada andlise(Resolugio CHNS n® 466 de 2012, item IV 3.8). Quanto ao esclarecimento do
participante, os procedimentos adotados no estedo devem ser explicitados de forma menos sintética no
TCLE, informando-se, por exemplo,

o local @ o momento em gue ocormer8o as entrevistas/questionano/grupo focal, bem como seu tempo de
duragdo & os topicos & serem abordados: incluir. PENDENCIA ATENDIDA

- Dedxar mais claro todas etapas & procedimentos 8 serem realizados com o8 participantes da pesquisa,
pola no item *gue eu participared da seguinte forma: entrevista® ndo explicita todos o8 procedimentos a
seram realizados; PEMDENCLA ATENDIDA

- Rever og incémaodos no TCLE — PACIENTES — pois se refere ao TCLE de responsévess | vide frecho— "
urn possivel desconforto por envolver sspectos da sexualidade do meu filhafa).." & ndo esta de scordo com
o texto descrito no projeto de pesquisa. PENDENCIA ATENDIDA

- Incluir uma breve descrigBo do gue & o CEP e gual a sua fungdo - O TELE deve conter uma breve
descrigio do que & o CEP e qual a sua funglo - PENDENCIA ATENDIDA

- Garantia que o documents sard emitido em dess vias - Solicite-sa que conste neste documento informagao
de gue o TCLE & elaborado em duas VIAS (& ndo "COPIA®), gue deverao ser assinadas ao final pelo
convidade a participar da pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador
responsével, ou pelas pessoas por ele delegadas (Resolugho CHS n® 466 de 2012, item IV_5.d): imchar -
PEMDENCIA ATENDIDA

Continuas & Peraoer & S08 507

Consideractes Finals a critério do CEP:
limo. Prof. Reginaldo José Petroll, lembre-se que, segundo a Res. CHS 466/12:

O Parficipants da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentiments am
qualguer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo &0 seu cusdado e deve receber chpia do
TCLE, na integra, por ele assinado, 8 ndo sar em estudo com autonzacis de declino;

W.5% deve desenvolver a pesguisa conforme delinesda no protocolo aprovedo e descontinuar o estudo
sHmente apds andlise das razbes da descontinuidade por este CEP, exceto quando percaber risco ou dano
nao previsie 8o sujeito participante ou quando constatar a superondade de regime oferecido a8 um dos
grupos da pesquisa que requeiram acio imediata;

Emdorogo: Ay, Lourival Melo Mola, =i - Campus A . C. Simdes,

Babro:  Cidade Universitinia CEF: E7.072-900
LWF: AL Municiplo:  MACEID
Tolofona: [B2)3214-9041 Esmall: comiledesticaulakgmail.com

Pdiggina OT da 39

69



UNIVERSIDADE FEDERAL DE

ALAGOAS

Cafiliniie & Pance 4 503 507

70

@

0 CEP deve ser imadiataments informado de todos os fatos relevantes que alterem o curso normal do

estudo. E FEEFI{'II'IB-HbIlﬂEHE d0 pesquisador assequrar madidas iImediatas adequadas a evento adverso

ocormdo e enviar notificagdo & este CEP e, em casos pertinentes, & ANVISA;

Eventuais modificecdes ou emandas ao protecolo devern ser apresentadas a0 CEP de forma clara e sucinta,
identficands a parte do profocolo & ser modificada & swas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou 1|
aprasentadas anteriormente & ANVISA, o pesguissdor ou patracinador deve envid-las tembém & mesma,
Junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem Juntadas ao protocols indcial;

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonsdos:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagtes Basicas |PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 22017204 Arceita
o Projeto ROJETO 1653823 pof 15:41:13
Owiros CARTA_RESPOSTA_PPSUS_DDS.paf | 22012021 [Reginalda José Aceda
153747 | Petroli

Brochura Pesquisa  |brochura_atualizada_pdf 22017201 |Reginaldo José Aceito
_ 1520:37 | Paeroli

Ouwstros HUPAA COEXECUTORA pdf 2200172021 | Reginaldo José Arsito
15:04:13 | Petroli

Owitros Unicamp_COEXECUTORA pat 2201204 | Reginaldo Joss Acedo
15:03:37 | Petroli

Ouitros Uncisal_COEXECUTORA. pdf 22012021 | Reginalde José Aceito
_ 150213 | Pedroli

Owiros SESAL COEXECUTORA pdf 2200172021 | Reginaldo José Arceita
15:02:48 | Peiroli

Declaragao de ALESSAMDRA pdf 22012021 |Regnaldo Jose Acelo
Pesquissdores 14:54:39 | Petroli

Declaracao de ANDREA pdf 22017201 |Reginaldo José Aceito
Pesguisadores _ 14:53:46 | Petroli

Declaracio de ISABELLA pdf 220172021 | Reginaldo José Aceito
%uim 14:53:22 | Petroli

aCED 08 [MARICILDA pdf 172021 |Reginaido Jos& Acefn
Pesguissdores 14:52:59 | Pedroli

Declaragio de REIMAL DO pdf 22002021 | Reginalde José Aceito
Pesguisadores _ 14:52:43 | Pedroli

Declaracio de SLUSAME pdf 220172021 | Reginaldo José Aeito
Uigadores 14-52:23 | Peiroli

%&;&n de MARLA. pdf 22012021 |Regnaldo Jose Acelo
Pesquissdores 14:52:07 | Petroli
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Declaracio de GIL_pdf 22017201 | Reginaldo José Aceito
LisBiores 14:51:29 | Petroli
TCLE / Termos de | TCLE_stualizado.pdf 2201720 | Reginaldo José Aceito
Aasentinmenio | 11221:23 | Petroli
Justificativa de
Ausfncia
Outros: Divulgacao. pdf 131172020 | Reginaldo José Anedto
17:04:23 | Petroli
Owiros Dados.pdf 1311/2020 |Reginaldo José Aceito
170251 | Petroli
[ Dutros Mormas. pdr ETEED Feginaldo Joss Aceio
16:59:35 | Petroli
Owiros Confidencialidade_pdf 131172020 |Reginaldo Jossé Aceiio
| _ _ 165730
Folha e Rosto Folhaderosto. pdf 1311172020 |Reginaldo José Aneito
16:56:59 | Petroli
[Deciaragho oe OF AL par T3111/2020 | Reginaldo Joss ACEIND
Instibuicio & 145054 | Petroli
Infraestrutura
Progeto Detalhado /! |brochura.pdf 081172020 |Reginaldo José Aneito
Brochura 08:56:59 | Petroli
| Investigador
Siuacho do Parecer:
Aprovado
Hecessita Apreclagdo da COMEP:
Mo
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