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RESUMO

Introducio: As Disgenesias Gonadais (DG) sao classificadas como Desordens do
Desenvolvimento do Sexo (DDS) e sdo caracterizadas pelo comprometimento do
desenvolvimento das gbénadas. As DG podem ser classificas como Disgenesia Gonadal
Completa (DGC), Mista (DGM) ou Parcial (DGP). A Sindrome de Turner (ST), também
classificada com DG, ¢ caracterizada por alteragdes no cromossomo X, ¢ uma das sindromes
mais prevalentes no sexo feminino. Pessoas com DG apresentam risco de 4-60% para
desenvolvimento de tumores de linhagens germinativas, devido a anormalidades na
organogénese das gonadas, que sdo agravadas pela presenca de cromossomo Y em sua
constitui¢do cromossomica. Objetivo: Investigar a presenga de marcadores de cromossomo Y
em casos diagnosticados com ST e DG 46,XX atendidos no SUS de Alagoas. Métodos: Trata-
se de um estudo transversal, observacional e descritivo, com amostra constituida por pessoas
com diagnoéstico clinico e citogenético de ST e DG 46,XX, independentemente da idade,
atendidos no SUS de Alagoas entre maio de 2008 e maio de 2023. Para a descri¢do da amostra
foram analisados prontuarios com dados sociodemograficos, clinicos e citogenéticos. A
investigagdo molecular dos marcadores do cromossomo Y foi realizada através da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) Convencional e nested PCR. Os resultados foram tabulados em
planilha Excel para andlise descritiva. Resultados: A partir de uma amostra de 233 casos de
DDS atendidos no Servigo de Genética Clinica do Hospital Universitario Professor Alberto
Antunes (SGC/HUPAA), 12 apresentaram DG 46,XX e 34 apresentaram ST. Dos 46
participantes da pesquisa, 60,87% sdo procedentes do interior de Alagoas, 32,61% da capital e
6,52% nao apresentavam informacdo sobre procedéncia. A idade média na primeira consulta
foi de 16 anos e 10 meses, e as principais caracteristicas apresentadas foram amenorreia
primaria, baixa estatura e atraso no desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias;
73,91% dos casos foram diagnosticados clinicamente com ST, enquanto 26,09% foram
diagnosticados com DG 46,XX. A presenca de marcadores do cromossomo Y foi observada em
4,35% da amostra. Discussao: De acordo com a literatura, cerca de 12% dos individuos com
ST e DG 46,XX podem apresentar sequéncias Y-especificas em sua constituicdo cromossdmica,
aumentando o risco do desenvolvimento de tumores godanais em 4-60%. Nesses casos, a
gonadectomia profilatica ¢ indicada. Conclusdo: A PCR convencional e a PCR nested
elucidaram de forma eficaz a presenga de marcadores do cromossomo Y em 4,35% dos casos
investigados. A descrigéo clinica, citogenética, molecular e sociodemografica possibilitaram a

caracterizagdo dos casos de ST e DG 46,XX de Alagoas.



Palavras-chaves: Desenvolvimento Gonadal; Sindrome de Turner; Cromossomo Y;
Disgenesia Gonadal 46,XX.



ABSTRACT

Introduction: Gonadal Dysgeneses (GD) are classified as Disorders of Sex Development
(DSD) and are characterized by impaired development of the gonads. GD can be classified as
Complete Gonadal Dysgenesis (CGD), Mixed Gonadal Dysgenesis (MGD), or Partial Gonadal
Dysgenesis (PGD). Turner Syndrome (TS), also classified as GD, is characterized by alterations
in the X chromosome and is one of the most prevalent syndromes in females. Individuals with
GD have a 4-60% risk of developing germ cell tumors due to abnormalities in gonadal
organogenesis, which are exacerbated by the presence of the Y chromosome in their
chromosomal constitution. Objective: To investigate the presence of Y chromosome markers
in cases diagnosed with TS and 46,XX GD treated in the public health system (SUS) of Alagoas.
Methods: This is a cross-sectional, observational, and descriptive study, with a sample
consisting of individuals with a clinical and cytogenetic diagnosis of TS and 46,XX GD,
regardless of age, treated in the SUS of Alagoas between May 2008 and May 2023. For the
sample description, medical records with sociodemographic, clinical, and cytogenetic data were
analyzed. Molecular investigation of Y chromosome markers was performed through
Conventional and nested Polymerase Chain Reaction (PCR). The results were tabulated in an
Excel spreadsheet for descriptive analysis. Results: From a sample of 233 DSD cases treated
at the Clinical Genetics Service of Professor Alberto Antunes University Hospital
(SGC/HUPAA), 12 presented 46,XX GD and 34 presented TS. Of the 46 study participants,
60.87% were from the interior of Alagoas, 32.61% from the capital, and 6.52% had no
information on origin. The mean age at the first consultation was 16 years and 10 months, and
the main characteristics presented were primary amenorrhea, short stature, and delayed
development of secondary sexual characteristics. Clinically, 73.91% of the cases were
diagnosed with TS, while 26.09% were diagnosed with 46,XX GD. The presence of Y
chromosome markers was observed in 4.35% of the sample. Discussion: According to the
literature, about 12% of individuals with TS and 46,XX GD may present Y-specific sequences
in their chromosomal constitution, increasing the risk of developing gonadal tumors by 4-60%.
In these cases, prophylactic gonadectomy is recommended. Conclusion: Conventional PCR
and nested PCR eftectively elucidated the presence of Y chromosome markers in 4.35% of the
investigated cases. The clinical, cytogenetic, molecular, and sociodemographic descriptions

enabled the characterization of TS and 46,XX GD cases in Alagoas.

Keywords: Gonadal Development; Turner Syndrome; Y Chromosome; gonadal dysgenesis

46,XX.
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1 INTRODUCAO

As Desordens da Determinacéo/Diferenciacdo do Sexo (DDS) séo caracterizadas pela
presenca de anomalias que afetam o desenvolvimento sexual, seja ele genético e/ou anatbmico
(Baxter & Vilain, 2013; Hughes et al., 2006). As DDS possuem uma variedade consideravel de
etiologias e, de acordo com o consenso de Chicago, sdo divididas em trés grandes grupos: DDS
46,XX; DDS 46,XY e DDS associadas as anormalidades cromossémicas (Lee et al., 2006). As

Disgenesias Gonadais (DG) podem ser classificadas dentro destes trés grandes grupos.

DG é o termo utilizado para descrever as condi¢des clinicas que cursam com o
comprometimento do desenvolvimento das gdnadas, sendo caracterizada pela presenca de
gbnadas em fita, auséncia de células germinativas e desenvolvimento dos 6rgdos genitais
internos e externos incongruentes (Andrade et al., 2008). Elas apresentam variacfes dentre as
quais estdo a Sindrome de Turner (ST) e a DG 46,XX (Lipay et al., 2005).

Historicamente, a primeira sistematizacdo de pacientes com DG foi descrita por Henry
Turner em 1938 ao descrever uma condicdo clinica caracterizada por individuos com
infantilismo sexual, baixa estatura e malformacbes gerais, atualmente conhecida como
Sindrome de Turner (ST) (Turner, 1938). A ST, uma cromossomopatia relacionada a alteracfes
numericas e/ou estruturais no cromossomo X, € uma das sindromes de maior ocorréncia no sexo
feminino, com prevaléncia mundial de 1:2.500 nascidos vivos (Huang et al., 2021; Barros et
al., 2011; Saenger, 1996).

Pacientes com ST e DG 46,XX apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de
gonadoblastomas, tumores de linhagens germinativas, devido as anormalidades na
organogénese gonadal. A malignizacdo dos resquicios gonadais pode estar associada a presenca
completa ou parcial do cromossomo Y (Canto et al., 2004; Lipay, et al., 2005; Oliveira et al.,
2009).

A Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR) é um dos meétodos utilizado para a deteccao
de marcadores do cromossomo Y. Este método rapido, eficaz e de baixo custo é utilizado para
investigacdo de sequéncias Y-especificas no Laboratério de Genética Molecular Humana
(LGMH), do Servigo de Genética Clinica do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes
da Universidade Federal de Alagoas (SGC/HUPAA/UFAL), o Unico servi¢co do Estado e
referéncia para atendimentos em DDS. A partir destes atendimentos, iniciados em 2008, surgiu

0 grupo multidisciplinar de DDS de Alagoas, que conta com geneticistas, endocrinologistas,
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enfermeiros, biomédicos, psicélogos, cirurgido pediatrico, bidlogos, pediatras, assistente social,
bioeticista, dentre outros.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de marcadores do
cromossomo Y em individuos com diagnostico clinico e citogenético de ST e DG 46,XX
atendidos no SGC/HUPAA/UFAL.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar a presenga de marcadores de cromossomo Y em casos diagnosticados com
ST e DG 46,XX atendidos no SUS de Alagoas.

2.2 Objetivos especificos:
e Descrever as caracteristicas sociodemogréficas, clinicas, citogenéticas e moleculares

em casos diagnosticados com ST e DG 46,XX atendidos no SUS de Alagoas;

¢ Investigar a presenca dos marcadores Y-especificos: XES, SRY, TSPY e DYZ3.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Conceitos Historicos:

O nascimento de criangas com alguma condi¢do congénita era considerado um mau
pressagio nas civilizacbes antigas, muitas das quais aplicavam meétodos radicais contra a vida
desses individuos. Por exemplo, na Roma antiga, criancas nascidas fora dos padrdes ditos como
normais eram condenadas & morte por serem consideradas monstruosidades (Schewinsky,
2004).

No Brasil pré e pos-colonizacdo, as condutas quanto as pessoas com deficiéncia néo
eram muito diferentes das demais civilizagGes, igualmente considerados mau-agouro, castigo
divino e classificados no mais baixo nivel de miséria, quando ndo abandonados no decorrer da
vida (Corrent, 2016).

Os primeiros registros de DDS datam de antes da antiga Babilonia, cerca de 2 mil anos
antes da era cristd (Weber, Sparker, Muller, 1971; Warkany, 1971). No entanto, a abordagem
cultural a respeito dessas condi¢des variava a depender da civilizacdo. Tal como, na Grécia
antiga pode-se observar na mitologia divina a presenca de Hermafroditus, filho de Hermes e
Afrodite, descrito como ser de rara beleza por quem a ninfa Salmacis se apaixonou e, ao ser
rejeitada, langou um pedido aos deuses para que ambos nunca se separassem, terminando por
se fundirem e, assim, se tornarem um ser com caracteristicas femininas e masculinas (Alves,
2020).

Por mais que os achados histéricos tenham datas antiquissimas, houve um hiato de
milénios sem a men¢do da DDS ao longo da histéria humana. Com o surgimento da microscopia
no seculo XVII, foi possivel a realizacdo de estudos histopatoldgicos, capazes de descrever
aspectos clinicos caracterizantes para as anomalias gonadais e de genitais internos. Assim,
surgiu a primeira classificagdo de DDS, na ocasido resumida em hermafroditismo verdadeiro
(individuo com presenca dos dois tipos de tecido gonadal), os pseudo-hermafroditas (presenca
de um Unico tipo de gbnada, associadas a anomalias genitais externas e/ou internas) e, por fim,

a auséncia das gonadas (Acién & Acién, 2020).

Obviamente, tais termos estdo em desuso e sdo estigmatizantes. Entretanto, manteve-se
em pratica por anos até a descoberta da cromatina sexual e identificagdo dos cromossomos
atraves do cariotipo, ja no século XX, o que permitiu os primeiros entendimentos da cascata de
diferenciacio do sexo. A posteriori, na década de 1960, foram esclarecidos o funcionamento e
sintese dos hormonios esteroides (Barr, 1949; Foss, 1960; ACién & Acién, 2020).
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Em 1956, Tjio e Levin iniciaram o estudo do cariétipo, firmando-se como técnica para

investigagdo citogenética apenas em 1970. Dez anos depois, em 1980, os estudos moleculares

entraram em vigéncia, resultando, ja em 1990, na primeira investigacdo da sequéncia do SRY,

um dos principais genes na cascata de diferenciacao da gdbnada masculina (Barr, 1949; Wachtel,
Ohno, Koo, 1975; Acién & Acien, 2020).

3.2 Desordens da Determinacao/Diferenciacdo do Sexo (DDS):

O termo DDS, do inglés Disorders of Sex Development (DSD), caracteriza-se por

condi¢cdes congénitas que cursam com o comprometimento do desenvolvimento do sexo

cromossémico, gonadal e anatémico. Atualmente, segundo o consenso de Chicago (Lee et al.,

2006; Lee et al., 2016), as DDS sao classificadas como:

Quadro 1: Classificacao das DDS

DDS 46,XX DDS 46,XY Anomalias Cromossdmicas
DDG: DGC, DDS | DDG: DGC, DGP XY, | ST (45,X e variacoes);
testicular, DDS regressdo
OT. testicular; DDS
OT.
Excesso de Fetal: HAC por | Disturbios Defeitos de | Sindrome de Klinefelter
Andrégeno: | deficiéncia da 21- | da sintese ou | sintese de | (47,XXY e variantes);
hidroxilase; acao de | testosterona,
hormonios deficiéncia da 5-
Fetoplacentario: | testiculares: | alfa-redutase tipo
deficiéncia da 2:  defeitos no
aromatase receptor de
placentaria; andrégenos;
persisténcia dos
dutos de Mdller
Maternos: Outros: Quadros Disgenesia Gonadal mista
Luteoma, origem sindrémicos.
exogena;
Outros: sindrome DDS OT (por quimerismo
de  Rokitansky, 46,XX/46,XY ou 45,X/46,XY e
quadros variantes).
sindrémicos.
Legenda: Classificacdo atualizada de DDS, segundo o Consenso de Chicago, 2016. DDS (Desordens da

Determinagao/Diferenciacdo do Sexo); DDG (Desordens da Diferenciagdo Gonadal); DGC (Disgenesia Gonadal Completa),
DGP (Disgenesia Gonadal Parcial); DDS OT (Desordens do Desenvolvimento Sexual Ovariotesticular); ST (Sindrome de

Turner); HAC (Hiperplasia Adrenal Congénita (Lee et al., 2016, Gravholt et al., 2017).
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Estima-se que as DDS afetam cerca de 1 a cada 4.500-5.000 nascidos vivos em todo o
mundo (Ouyang et al., 2022; Profeta et al., 2022). Para a investigacéo etiologica dos casos de
DDS, o caridtipo, a anélise do perfil hormonal e bioguimico, exames de imagem e exames

moleculares s&o fundamentais (Profeta et al., 2022).

3.3 Disturbios da Diferenciacdo Gonadal (DDG):

Os DDG se caracterizam pela apresentacdo de gobnadas subdesenvolvidas e
disfuncionais, que cursam com falha no desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias dos acometidos por essa condicao, e podem ser classificados dentro dos 3 grandes
grupos de DDS (Andrade et al., 2008). Dentro dos DDG, encontram-se as DGs, anteriormente
nomeadas como agenesia ovariana. As DGs caracterizam-se por individuos com achados de
tecido gonadal ndo desenvolvido, predominantemente composto por tecido fibroso e atraso no
desenvolvimento das gbénadas, que podem acontecer devido a anomalias estruturais ou
numéricas dos cromossomos sexuais ou alteracdes patogénicas nos genes envolvidos na cascata
da diferenciacdo e/ou determinacdo do sexo (Ehenfeld & Bromberg, 1958; Lipay et al., 2005;
Mccann-crosby et al., 2014).

Podem ser distinguidas de acordo com o cariétipo do individuo em DG 46,XX e DG
46,XY. No entanto, sdo classificadas, quanto ao comprometimento gonadal, em Disgenesia
Gonadal Completa (DGC), Mista (DGM) e Parcial (DGP) (Ehenfeld & Bromberg, 1958; Lipay
et al., 2005; Piazza et al., 2019). A ST é uma DG com caracteristicas particulares, das quais se

destaca por alteragdes em um dos cromossomos X (Jivraj & Stillwell, 2021).

3.3.1 Disgenesia Gonadal Completa 46, XX (DGC XX):

A DGC XX é a forma mais grave de Insuficiéncia Ovariana Primaria (I0P), devido as
alteracdes na diferenciacdo e funcionamento das gonadas e deplecdo precoce dos foliculos
ovarianos (Fortufio & Labarta, 2014). A presenca de gobnadas disgenéticas, amenorreia
primaria, infantilismo sexual e hipogonadismo hipergonadotréfico sdo os achados clinicos que

caracterizam a condicdo (Piazza et al., 2019). Também pode ser observada a presenca de déficit
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cognitivo e atraso no desenvolvimento 6sseo em alguns individuos (Biswas et al., 2021;
Altunoglu et al., 2021; Sirchia et al., 2022).

Trata-se de uma condi¢do com padrdo de heranga autossémico recessivo. A recorréncia
familiar é observada em 68% dos individuos, sendo os outros 32% de ocorréncia esporadica
(Meyers et al., 1996; Maciel-guerra & Guerra-junior, 2019). A DGC XX pode apresentar
associagao com quadros sindrdmicos, dos quais se destaca a sindrome de Perrault, sindrome de
Blefarofimose, Ptose e Epicanto Inverso (BPES) (Lerat et al, 2016; Altunoglu et al., 2021).

3.3.2 Sindrome de Turner (ST):

A ST é um distarbio do desenvolvimento gonadal descrito pela primeira vez em 1938 e
com elucidacéo etiol6gica em 1950 a partir do estudo da cromatina sexual (Turner, 1938; Jivraj
& Stillwell, 2021). Caracterizada por alteracGes numéricas e/ou estruturais no cromossomo X,
com prevaléncia de 1:2.500 nascidos vivos, € uma das sindromes de maior ocorréncia no sexo
feminino (Huang et al., 2021). Entretanto, 99% das concepcdes 45,X evoluem para abortos

espontaneos (Jivraj & Stillwell, 2021).

Quanto as caracteristicas clinicas, pessoas com ST podem apresentar pescoco alado,
baixa estatura, fronte proeminente, linha do cabelo baixo implantada, hipertelorismo mamilar,
linfedema de maos e pés, amenorreia primaria, insuficiéncia ovariana prematura,
hipogonadismo hipergonadrotofico, coarctacdo da aorta, hipertensdo arterial, hipotireoidismo,
osteoporose, déficits neuro cognitivos e infertilidade (Mikwar et al., 2020; Jivraj & Stillwell,
2021; Clemente et al., 2022).

O diagnostico de individuos com ST pode ser realizado em diversas etapas do
desenvolvimento humano, inclusive no periodo pré-natal. No entanto, é através da investigacao
citogenética que o diagnéstico nosoldgico é confirmado (Mikwar et al., 2020; Clemente et al.,

2022). Pessoas com ST podem apresentar os cariotipos apresentados no Quadro 2.
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Quadro 2: Classificacdo dos cariotipos em ST

Nomenclatura Cariotipo

Monossomia do cromossomo X: 45 X

Mosaicos com linhagem 45,X associada a uma ou | 45,X/46,XX, 45X/47, XXX e
mais linhagens com dois ou mais cromossomos X | 45,X/46,XX/47,XXX.
integros:

Anomalias estruturais no cromossomo X em | Isocromossomo de brago longo:
cariotipos homogéneos ou em mosaico com | [46,X,i(XQ)];

linhagem 45,X e/ou 46,XX:
Cromossomo X em anel:

[46,X,r(X)];

Delegdes do brago curto:
[46,X,del(Xp)];

Legenda: Quadro de classifica¢do da ST de acordo com o caridtipo, de acordo com a classificac¢do indicada por Gravholt et
al, 2019.

A monossomia do cromossomo X é o cariétipo mais frequente (40-50%), seguido pela
variagdo em mosaico (3-25%) e as anormalidades estruturais no cromossomo X, como

isocromossomo, cromossomo X em anel e delecdes (5-10% dos casos) (Gravholt et al., 2017).

Tratando-se de uma condicdo rara, os individuos com ST devem ser acompanhados por
uma equipe multidisciplinar, objetivando a melhor conduta e abordagem terapéutica,

juntamente com acompanhamento a longo prazo.

Os tratamentos para ST desempenham um papel crucial na melhora da qualidade de vida
e na promocdo do desenvolvimento saudavel. A terapia hormonal, frequentemente iniciada na
adolescéncia, auxilia no desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias, previne a
osteoporose, auxilia no desenvolvimento e na manutencao da massa muscular e contribui para
0 aumento da estatura final. Intervencdes médicas especializadas, como tratamentos para
problemas cardiacos ou renais, que podem estar associados a sindrome, sdo essenciais para

garantir um cuidado abrangente (Gravholt et al., 2019; Gravholt et al., 2023).

A presenca de sequéncias Y-especificas na constituicdo cromossémica de pessoas com
ST aumenta o risco de surgimento de gonadoblastoma (Freriks et al., 2013; Jivraj & Stillwell,
2021). Para os casos que apresentam Y em sua constituicdo cromossomica, a gonadectomia
preventiva é indicada. Entretanto, o0 momento de realizacdo da cirurgia € um assunto

controverso na literatura, principalmente por afetar diretamente a reposi¢do hormonal. Sendo
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assim, recomenda-se o adiamento do procedimento até a puberdade, com realizacdo de
acompanhamento anual (Wunsch et al., 2012; Ouyang et al., 2021).
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4 METODOLOGIA

4.1 Descricio da Amostra e Aspectos Eticos:

Trata-se de um estudo transversal, observacional descritivo, com a selecdo amostral
realizada a partir de 233 casos de DDS atendidos no SGC/HUPAA/UFAL entre maio de 2008
e maio de 2023. Foram incluidos individuos com caracteristicas clinicas de DG e ST. Foram

excluidos os individuos sem resultado citogenético ou com o cariotipo 46,XY.

O presente trabalho esta vinculado as pesquisas intituladas: Distdrbios da Diferenciagcdo
do Sexo em Alagoas: uma abordagem multidisciplinar no SUS; e Distarbios da diferenciacdo
do sexo em Alagoas: da atencdo primaria ao diagnostico etiolégico e tratamento
multidisciplinar, que apresentam aprovacdo do comité de ética da UFAL (CAAE:
59929716.8.0000.5013 e CAAE:40078620.4.0000.5013, respectivamente) (Anexos | e II).
Todos os participantes concordaram com a pesquisa mediante assinatura do Termo de
Consentimento de Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexos Il e 1V).

Para a descricdo da amostra, os dados sociodemograficos, clinicos e citogenéticos

obtidos a partir do prontuério foram reunidos em planilha Excel para anélise qualitativa.

4.2 Procedimentos Laboratoriais:

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no LGMH/HUPAA/UFAL por
individuos do sexo feminino, para evitar contaminacdo por células 46,XY. O trabalho foi

conduzido conforme as etapas a seguir:
4.2.1 Coleta de Sangue Periférico:

Amostras de sangue total periférico foram colhidos em tubos c6nicos com 10% de anti-
coagulante etilenediaminotetracetato dissodico :H20 (EDTA), a 0,5M e pH 8§,0. O volume total

de sangue coletado variou de 10 a 20 ml.

Os tubos foram armazenados em um caixa termica e encaminhados ao LGMH
imediatamente apds a coleta. Apds o registro de recebimento da amostra e devida codificacéo,

os tubos foram armazenados em refrigerador a 4°C até o momento da extragdo do DNA.

4.2.2 Extracao de DNA Genomico:
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O DNA gendmico foi extraido pela técnica de lise das hemacias, seguida de digestao
com proteinase K e purificacdo pelo método fendlico, padronizada no LGMH (Sambrook,

1989). Abaixo seguem as descri¢des resumidas das etapas realizadas:
Etapa 1 — Lise das Hemacias:

O primeiro passo foi a homogeneizagdo dos tubos contendo o sangue periférico por 5
minutos. A amostra de sangue foi transferida para um tubo falcon de 50 ml e adicionou-se
solucdo A (Quadro 3) até o volume final de 50ml. Em seguida, o tubo falcon foi homogeneizado
por 5 minutos, seguido de banho de gelo por 30 minutos. Foi realizada centrifugacédo a 2500
rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) foi
ressuspendido em 30 ml de solucdo A, repetindo o procedimento descrito até o pellet ficar livre

das hemacias lisadas.

Por fim, o pellet foi ressuspendido em 2 ml de solugdo B 1x (Quadro 3) e 500 pl de

solugéo C (Quadro 3) e incubado por 16 horas em banho maria a 37°C
Etapa 2 — Purificacido Fenolica:

Apo6s o periodo de incubagdo, foram adicionados 1ml de TE 1x (Tris-HCI 10mM pH
8,0; EDTA ImM pH 8,0) e igual volume de fenol saturado com Tris-HCL 10mM pH 8,0. A
amostra foi homogeneizada por inversao lenta durante 5 minutos e centrifugada por 15 minutos

a 2500 rpm, temperatura ambiente, para separacao das fases organicas e aquosa.

A fase aquosa foi transferida para um novo tubo falcon de 15 mL com o auxilio de uma
pipeta pasteur. Ao volume coletado foi adicionado 3 mL da solugdo de fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico (25:24:2, v:v:v). Seguido de homegeneizacdo por inversao lenta, durante 5

minutos, e centrifugacdo (2500 rpm, a temperatura ambiente, por 15 minutos).

A parte aquosa foi novamente coletada e transferida para um novo tubo falcon e o
procedimento acima descrito foi repetido com a adi¢@o de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1,

viv).

A precipitagao do DNA foi realizada com 0,1 volume de acetato de s6dio 3M pH 5,5 ¢
2,5 volumes de etanol absoluto gelado. O DNA precipitado foi recuperado com o auxilio de

uma haste pléstica estéril e lavado com etanol 70% para a retirar o excesso de sal.
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Por fim, a ressuspensdo foi feita com TE 1x (aproximadamente 200 pl) em um
microtudo de 1,5 ml, o qual permaneceu em temperatura ambiente de 16-24 horas, para a

posterior quantificacao.

Quadro 3: Concentracao das Solugcoes A, B e C

Solugdo A [1Final Solugdo B []Final Solugéo C [1Final
(estoque 2x)

MgCl. 5mM Na;EDTA 20mM Solucéo B 0,5x

Sacarose 0,32M NaCl 20mM SDS 5%

Tris-HCI pH 10mM Tris-HCI pH 20mM Proteinase K 1mg/mL

8,0 8,0

TritonX100 1%

Legenda: Solugdes utilizadas para extragdo do DNA genémico (Sambrook, Fritsch, Maniatis, 1989).

4.2.3 Quantificacio de DNA:

Foi realizada a leitura de absorbancia dptica na razdo 260 nm/280 nm para a
quantificacdo do DNA extraido, utilizando o espectrofotdmetro BioDrop Limited®. Resolution
Life Science Manual. version 2.10.0.0, Cambridge-UK, p. 353.

A amostra de referéncia, TE 1x (Tris-HCI 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0) (branco)

foi utilizada para calibrar o aparelho. O valor de pureza minimo para DNA aceito foi de 1,8.

4.2.4 Verificacao da Integridade do DNA Genomico:

A verificagcdo da integridade do DNA gendmico extraido foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE 1x, conforme Sambrook et al (1989).

Cada amostra foi aplicada no gel, juntamente com tampao de corrida (0,25% de azul de
bromofenol; 50% glicose), na razdo de 6:1. Marcadores de peso molecular, sendo DNA ladder
1 Kb plus (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), em uma concentracdo de 0,15 pg/pL
foram utilizados. O gel foi submerso em uma solugao diluida de brometo de etidio (0,5 pL/mL)
por 20 minutos e depois foi visualizado em um transluminador de luz ultravioleta. As imagens
foram capturadas por uma camera digital conectada a um computador e armazenadas em uma

pasta de arquivos de salvamento online (GoogleDrive).
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4.2.5 Amplificacdo dos Marcadores de Cromossomo Y por Reacio em Cadeia da
Polimerase (PCR)

A investigacdo dos marcadores de cromossomo Y, j& padronizada no
LGMH/HUPAA/UFAL, foi realizada em duas etapas, como descritas a seguir.

Etapa 1: PCR Convencional

A PCR convencional foi utilizada para amplificar seletivamente pequenos segmentos
de DNA alvo, permitindo a deteccdo, quantificacdo e analise de sequéncias especificas de DNA.
A selecdo dos segmentos de interesse correspondeu aos seguintes marcadores: DYZ3 (regiéo
do braco longo), TSPY (regido do braco curto) e SRY (regido centromérica), posicionados no

cromossomo Y de acordo com a Figura 1.

Figura 1: Esquema Ilustrativo do Cromossomo Y

— » TSPY (Yp11.2)
P — —— SRY (Yp11.3)

» DYZ3 (Yq12)

Legenda: Esquema ilustrativo do cromossomo Y e as regides especificas amplificadas. Brago curto (p), brago longo (q). TSPY
(Testis Specific Protein Y), SRY (Sex Determining Region Y), DYZ3 (Zinc Finger Protein, Y-Linked). Referéncias:
ncbi.nlm.nih.gov e omim.org.

A sequéncia dos primers dos segmentos de interesse (Quadro 4) e o protocolo para a
realizacdo da reacdo (Quadro 5) foram gentilmente cedidos pela profa. Dra. Maricilda Palandi
de Melo, da Universidade Estadual de Campinas.
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Quadro 4: Primers Externos utilizados para amplificacio dos marcadores do

cromossomo Y

Regido do Cromossomo Y | Primer Direto (5° —3°) Primer Reverso (5’ —3’) | Tamanho do Amplicon
DYZ3 A/B TGA AAACTA CAC AGUAAGCTG | ACACAT CACAAAGAACTATG 1100pb
TSPY 52/56 CGC TAG GGC CTC CAC TTC ATA | GAT GAC ATA ATG GCG GAG 1300pb
XES 10/11 GTG TTG AGG GCG GAG AAAT CAC AAA CAT AGG CAG GCT CA 780pb

Legenda: TSPY(Testis Specific Protein Y ), SRY (Sex Determining Region Y), DYZ3 (Zinc Finger Protein, Y-Linked), de

acordo com ncbi.nlm.nih.gov e omim.org. pb — pares de base.

Quadro 5: Reacio em Cadeia da Polimerase Convencional (PCR)

Reagentes [ ] Final Ciclo Geral
DNA genbémico 1,0-2,0pg 1 ciclo de:
Tampao 10x Minus Mg | 1x 94°C — 5 minutos
(Invitrogen) .

30 ciclos de:
MgCl. 50mM (Invitrogen) 1,5mM 94°C — 1 minuto
dNTP 2mM (Invitrogen) 0,1 mM 53°C - DYZ3 — 1 minuto
Primer direto 20 pmoles 54°C — TSPY — 1 minuto
Primer reverso 20 pmoles 61°C — XES — 1 minuto
Enzima Taq DNA polymerase | 2,0 U 72°C — 1 minuto
recpmbmant (5 U/uL, 1 ciclo de:
Invitrogen)

— 72°C — 5 minutos

H-O deionizada q.s.p. 30 uL

15°C - Infinito

Legenda 1: Reagdo geral de PCR convencional com enzima Taq DNA polymerase recombinant, Invitrogen Corporation,
Estados Unidos. Para a amplifica¢do das regioes externas dos marcadores de cromossomo Y. q.s.p. = quantidade suficiente

para.

Etapa 2: nested PCR

A nested PCR foi utilizada para aumentar a especificidade da amplificacdo dos

fragmentos de DNA especificos, a saber DYZ3, TSPY e XES. Ela é utilizada especialmente em
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casos de mosaicismo criptico, quando é necessaria uma alta sensibilidade na detec¢do de uma

regido genémica.

Para essa etapa, foram selecionadas primers internos aos marcadores de cromossomo Y,

também gentilmente cedidos pela profa. Dra. Maricilda Palandi de Melo, da Universidade

Estadual de Campinas (Quadro 6). O procedimento foi realizado com a diluigdo do produto

obtido através da PCR convencional na propor¢ao 1:10 (1ul do produto da PCR: 9ul de H-O

deionizada) e as condic¢des gerais para a execu¢do estdo no Quadro 7.

Quadro 6: Primers Internos utilizados para amplificacdo dos marcadores do

cromossomo Y

Regido do Cromossomo Y

Primer Direto (5° —3°)

Primer Reverso (5° —3%)

Tamanho do Amplicon

DYZ3 G/H AGC CTT TTG TGG CCT ACG ATC CTC CTG GAG ATACCA 380pb
TSPY 30/35 GGG AAG AAG CCT AAG AGC ACC | CCCCACCTAGACCGC AGA GG 680pb
SRY 1/4 CAT TGT CGA CCA GTG TGA AAC | CAT TGT CGA CGT ACA ACC CTG 380pb

GGG AG

TTGTC

Legenda: TSPY (Testis Specific Protein Y), SRY (Sex Determining Region Y), DYZ3 (Zinc Finger Protein, Y-Linked), de acordo
com ncbi.nlm.nih.gov e omim.org. pb — pares de base.

Quadro 7: nested PCR

Reagentes [1Final Ciclo Geral
Produto da PCR | 50 — 100 ng 1 ciclo de:
Convencional

94°C — 5 minutos
Tampao 10x Minus Mg* | 1X ) _
(Invitrogen) 15 ciclos de:

94°C — 1 minut
MgCl: 50mM (Invitrogen) 1,5mM minteoe

_ 53°C - DYZ3 -1 minuto

dNTP 2mM (Invitrogen) 0,1 mM

54°C — TSPY — 1 minuto
Primer direto 20pmoles 20 pmoles

60°C — XES — 1 minuto
Primer reverso 20pmoles 20 pmoles 2120C 1 minuto
Enzima Taq DNA polymerase | 2,0 U 720C — 5 minutos
recombinant (5 U/ L,
Invitrogen) 1 ciclo de:
H-O deionizada q.s.q 30 uL 15°C - Infinito

Legenda: Reagdo geral de nested PCR com enzima Taq DNA polymerase recombinant, Invitrogen Corporation, Estados
Unidos. Para a amplificagdo das regides internas dos marcadores de cromossomo Y.
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Todas as PCRs foram realizadas no LGMH, utilizando controles 46,XX (controle
negativo), 46,XY (controle positivo) e controle branco.

4.2.6 Eletroforese em Gel de Agarose:

Os produtos das PCRs foram analisados em gel de agarose 1%. As amostras foram
aplicadas no gel juntamente com o tampéo de corrida (0,25% de azul de bromofenol; 50%
glicose) na razédo de 6:1. A voltagem para a eletroforese variou entre 90-110 V.

Quanto aos marcadores de peso molecular, foram utilizados DNA ladder 1 Kb
(Invitrogen Corporation, Estados Unidos), em concentragdo de 0,15 pg/uL. Os amplicons dos
marcadores de cromossomo Y corresponderam: DYZ3 A/B (1100pb), TSPY 52/56 (1300pb) e
XES 10/11 (780pb), para os primers externos e DYZ3 G/H (380pb), TSPY 30/35 (680pb) e
SRY (380pb), para os primers internos.

Apos a eletroforese, 0 gel foi imerso em solugdo diluida de brometo de etidio (0,5 uL/ml
de 4gua destilada) durante 20 minutos. ApOs esse periodo, o gel foi visualizado em
transluminador de luz ultravioleta e fotografado com uma cémera digital acoplada a um
computador. As fotos foram salvas em uma pasta de documentos de salvamento online (Google

Driver) e posteriormente analisadas quanto a presenca e/ou auséncia dos amplicons de interesse.

4.2.7 Dados Sociodemografica:

Os dados sociodemograficos (procedéncia e naturalidade), clinicos (descricdo clinica,
idade na primeira consulta, realizacdo de tratamento de reposicdo hormonal, queixas
motivadoras para a busca do acompanhamento genético e histérico familiar) e citogenéticos

(caridtipo) foram reunidos em planilha Excel para analise do perfil da amostra.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO:

6.1 Dados Epidemiologicos:

A composicdo da amostra foi de 46 participantes, 12 com diagndstico clinico e
citogenético de DG 46,XX e 34 com ST. A distribuicdo epidemioldgica local foi um dos

parametros utilizados para entendimento da amostra estudada.

A maioria dos participantes sdo naturais do interior do estado (56,52%) e 32,61%
residentes da capital. Em 10,87% dos prontuérios analisados ndo constava essa informacgéo
(Grafico 1). Quanto a procedéncia, manteve-se a maioria do interior (60,87%), seguido de

32,61% procedente da capital e 6,52% com a auséncia desta informacéo (Gréafico 2).

Segundo o censo do IBGE (2022), a populagdo estimada de Alagoas é de 3.125.254
habitantes. Destes, apenas 30% vivem na capital (Maceid), sendo, portanto, a maioria 0s que
moram no interior do estado (IBGE, 2022). Dessa forma, os dados aqui apresentados estdo
congruentes com o esperado, tendo em vista a majoritéria distribuicdo da populacéo no interior
de Alagoas.

Grafico 1: NATURALIDADE

60% - 56,52%
50% -
40% - 32,61%
30% A
20% -
10% -
0% -

10,87%

CAPITAL INTERIOR NAO INFORMADO

B CAPITAL mINTERIOR NAO INFORMADO

Legenda: Distribui¢do em porcentagem da naturalidade dos participantes da pesquisa. Capital corresponde a Maceio e
Interior corresponde aos municipios interioranos do Estados de Alagoas. Ndo informado corresponde aos individuos sem
informagdo da naturalidade.
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Grifico 2: PROCEDENCIA

70% -
60% -
50% -

60,87%

40% 1 32,61%
30% -
20% -
10% -
0% -

6,52%

CAPITAL INTERIOR NAO INFORMADO

B CAPITAL mINTERIOR NAO INFORMADO

Legenda: Distribuig¢do em porcentagem da procedéncia dos participantes da pesquisa. Capital corresponde a Maceio e Interior
corresponde aos municipios interioranos do Estados de Alagoas. Ndo informado corresponde aos individuos sem informagdo
da procedéncia.

A necessidade de acompanhamento periodico e o fato do SGC/HUPAA/UFAL ser
localizado na capital, reforcam a dificuldade de acesso que esses individuos enfrentam para
receber assisténcia e tratamento dos diversos especialistas. O abandono do acompanhamento &,
dentre outros fatores, um dos desafios enfrentados pelo grupo de pesquisa e assisténciaem DDS
de Alagoas.

Foi possivel observar que as participantes residentes e oriundas da capital possuem
menor taxa de descontinuidade de acompanhamento, quando em comparagcdo com as
participantes residentes e oriundas do interior do Estado. Além disso, os prontuarios das
moradoras da capital contém mais informaces preenchidas, resultado do segmento adequado

ao tratamento e realizagdo de exames solicitados pela equipe multidisciplinar.

Sugere-se que as questdes de transporte e distancia das residéncias ao HUPAA/UFAL
sdo fatores cruciais para a manutencdo da frequéncia do acompanhamento clinico, visto a
importancia dos exames de rotina para prevencdo de condi¢des cronicas como sindromes
metabolicas e doengas cardiacas, cujo risco é aumentado nessa casuistica, aléem do inicio dos

tratamentos de reposi¢do hormonal.

Fiot e colaboradores (2022) destacam a importancia do acompanhamento

multidisciplinar para pacientes com ST e de possuirem uma equipe de profissionais integrados
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gue possam discutir as particularidades de cada caso e propor condutas que visem o melhor

acompanhamento e tratamento dos individuos diagnosticados (Fiot et al., 2022).

Em Alagoas, o grupo multidisciplinar de DDS é composto por geneticistas,
endocrinologistas, enfermeiros, biomédicos, psicélogos, cirurgido pediatrico, bidlogos,
pediatras, assistente social, bioeticista, dentre outros, que realizam o acompanhamento e

discutem a conduta terapéutica de cada caso.

Apesar do suporte oferecido pelo grupo de DDS do HUPAA/UFAL, ainda se enfrenta

dificuldades como as citadas anteriormente.

6.2 Dados Clinicos e Citogenéticos:

6.2.1 Dados clinicos:

Quanto a apresentacgdo clinica da casuistica deste trabalho, 73,91% dos participantes
possuem diagnostico para ST e 26,09% possuem diagnosticos para DG 46,XX (Gréafico 3).
Sendo a idade média na primeira consulta do atendimento especializado de 16 anos e 10 meses,
com uma variacdo de 2 meses a 44 anos (menor e maior idade, respectivamente) para ambas as

apresentagdes clinicas.

Grafico 3: APRESENTACAO CLINICA
100%
80% 73,91%
60%
40%

26,09%
20%

0%

ST DG 46,XX

Legenda: Distribui¢do em porcentagem da apresentagdo clinica dos participantes da pesquisa.
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Em um estudo retrospectivo realizado em Porto Alegre (RS), a média de idade das 59
participantes diagnosticadas com ST foi de 15 anos e 11 meses (mediana de 10 anos e sete
meses), enquanto em outro estudo, realizado em S&o Paulo, essa média foi de 9 anos e quatro
meses (Barbosa et al., 2021; Nunes et al., 2021). Ja na regido Centro-Oeste do Brasil, Araujo e
colaboradores (2010), em seu trabalho, destacaram a média de idade diagndstica em 14 anos e

onze meses.

Estudos europeus indicam que a idade média do diagndstico de ST pode varia de 13 a
15 anos, entretanto, muitas mulheres ndo sdo diagnosticadas até a fase adulta ou nunca séo
diagnosticadas. O diagndstico apds a puberdade é considerado tardio e € um problema
recorrente nesses centros, que indicam a idade pré-natal como ideal para a realizacdo do
diagndstico ou, quando ndo possivel, até os primeiros anos da pré-puberdade (Gravholt et al.,
2017: Gravholt et al., 2019; Steiner & Saenger, 2022; Gravholt et al., 2023).

A média de idade do diagnostico dos participantes desta pesquisa (16 anos e dez meses)
sdo superiores aos encontrados na literatura, porém, seguem congruentes quanto ao diagnostico

e busca tardia por um servico especializado.

Quando observamos a procedéncia e naturalidade das participantes e os dados de idade
na primeira consulta, consideramos que a distancia dos municipios para a capital, na qual o
SGC/HUPAA reside, é um fator a ser levado em considera¢do quanto ao acesso a um
especialista. Em acréscimo, a falta de treinamento especifico para identificar sintomas clinicos
mais sutis por parte dos profissionais da area da salde das instituicdes municipais pode ser

outro agravante para o encaminhamento especializado.

Segundo Gravholt et al., 2019, a amenorreia primaria ou secundaria, atraso no
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundérias e baixa estatura sdo as queixas mais
prevalentes nos quadros de DG 46,XX e ST, sendo também o motivo pelo qual as familias
tendem a buscar por profissionais especializados. Em nossa casuistica, observamos que 18 das
participantes buscaram o especialista com queixa de amenorreia primaria ou secundaria, ou

ainda, relatando menstruacéo irregular. A segunda maior queixa foi a baixa estatura.

Normalmente, estas queixas ocorrem entre 11-15 anos de idade, coincidindo com o
periodo puberdade (Tanner, 1962; Meneses, Ocampos, Toledo, 2008). Entretanto, a indicacdo
para a terapia de reposicdo hormonal em casos de ST € na primeira infancia (2-2,5 anos),

visando o melhor desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias, maturacdo das
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gbnadas e reducdo da mortalidade e morbidade (Klein et al., 2018; Gravholt et al., 2019;
Gravholt et al., 2023). No Brasil, o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para a
ST, desenvolvido pelo Ministério da Saude, indica que a inducdo da puberdade deve ser
realizada entre os 11-12 anos, apontando melhores resultados com tratamentos iniciados
precocemente (PCDT, 2018).

Das 46 participantes desta pesquisa, 19 realizaram tratamento de reposi¢cao hormonal
(41,30%) sendo 8 procedentes da capital do Estado e 10 do interior; uma ndo declarou
procedéncia. Destas, 10 interromperam o tratamento e 2 ndo apresentam em seus prontuarios
informacdes quanto a continuidade deste, sendo este grupo atualmente representado por 8
participantes. Dentre as demais 27 participantes, 24 ndo realizaram reposi¢cdo hormonal (8
procedentes da capital do Estado, 15 procedentes do interior e 1 sem informacdes de
procedéncia) e 3 participantes ndo apresentavam informagdes a respeito do tratamento
hormonal (todas oriundas do interior do Estado).

Dentre as participantes que interromperam o tratamento, 4 residiam no interior 5 na
capital, 1 ndo apresentou dados quanto a procedéncia. Esses dados reforcam a necessidade de
se levantar informagdes quanto a razdo pela qual essas participantes descontinuaram seus
tratamentos e se ha alternativas para sanar suas queixas, a fim de promover uma melhor

qualidade de vida para esses individuos.

Considerando os dados da literatura, a idade média do diagnostico para os casos de ST
em Alagoas é tardia e impacta diretamente o manejo e conduta terapéutica ideal para esses

individuos.

Alguns autores ressaltam a possibilidade de diagnostico pré-natal, os quais destacam
técnicas sensiveis e robustas para a deteccdo do caridtipo por via intrauterina (Fiot et al., 2022).
Entretanto, o carater invasivo e de alto custo dessas técnicas acaba inviabilizando sua aplicacdo
no dmbito do SUS.

Sendo assim, a adesdo da técnica mais acessivel e possivel de implementagdo no SUS,
como a convencional e nested PCR, para a investigacdo da presenca do cromossomo Y, e 0
acompanhamento continuo com o grupo multidisciplinar como o do HUPAA/UFAL sao

essenciais e imprescindiveis.

6.2.2 Dados citogenéticos:

O cariotipo € um exame fundamental para os casos de DDS e, para ST, esse exame € 0
padréo ouro para elucidacao diagnostica (Barbosa et al., 2021; Fiot et al., 2022).
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Os cariotipos dos participantes desta pesquisa foram agrupados da seguinte forma:
alterac6es numéricas (monossomia do cromossomo X), alteracfes estruturais (isocromossomo,
cromossomo em anel e delecbes), mosaicos (duas ou mais linhagens distintas de células) e
46,XX (individuos com DG).

Grifico 4: CARIOTIPO

acrenagoes numenices [

ALTERACOES ESTRUTURAIS [ 14.89%

MOSAICO 17,02%

46,XX 25,53%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%

Legenda: Distribui¢cdo em porcentagem do perfil citogenético dos participantes da pesquisa.

Os dados aqui apresentados refletem o padrdo encontrado na literatura, onde é
observado que a monossomia do cromossomo X é o cariotipo de maior frequéncia (40-50%),
seguido do mosaico (15-25%), segui de alteracbes estruturais, como isocromossomo e
cromossomo X em anel (GRAVHOLT et al., 2023). Os cariétipos observados nos participantes
da pesquisa sdo destacados na Tabela 1.
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Tabela 1: Distribuicdo dos cariotipos dos participantes da pesquisa

CODIGO DOS PARTICIPANTES CARIOTIPO
Participante 02 a 12 (11) 46,XX
Participante 01 (1) 46,XX,del(X)(p21.3)
Participantes: 14; 15; 17; 19; 23; 45X
25a29; 31; 33a39; 43; 44; 46
(21)
Participante 13 (1) mos46,XX/45,X
Participante 16 (1) mos46,XX/46,Xi(X)(q10)
Participantes 18 e 21 (2) 46,X,i(X)(q10)
Participantes: 20; 24; 30 (3) mMos46,XX/45,X
Participante 22 (1) mos45,X/46,X,del(X)(q22;q28)
Participante 32 (1) mos45,X/46,X,r(X)
Participante 40 (1) mos45,X/46,X,+mar
Participante 41 (1) mos47, XXX/ 45,X
Participante 42 (1) 46,X,del(X)(q21.2)
Participante 45 (1) mos45,X/46,X,i(X)

Legenda: Distribui¢do do cariotipo das participantes do estudo. O numero entre parénteses corresponde a quantidade de
individuos. O numero médio de metafases analisadas foi de 50. Mos (mosaico); Mar (Marcador); r (Ring — anel), del (delecdo);
i (isocromossomo);

E bastante controversa a questdo dos estigmas individuos com ST devido a diversidade
de apresentacdo clinica, podendo estes, inclusive, ndo apresentarem quaisquer indicativos
morfolégicos da sindrome (pescogo alado, linfedema, baixa estatura). O que pode explicar

parcialmente o diagnostico tardio observado globalmente (Fiot et al., 2020).

Na literatura, correlacbes fenotipo-gendtipo sdo estabelecidas como forma de
entendimento para a variagdo clinica dos casos de ST, principalmente. No entanto, essas

correlagdes sdo controversas e ndo podem ser levadas em consideracdo por si so.

Tuke e colaboradores (2018), apontaram uma correlagdo positiva do cari6tipo
45,X/46,XX com a presenca de menarca em periodo normal e chances de gravidez natural,

apesar dos indices de aborto ainda serem elevados (Tuke et al., 2018).

Tratando-se do desenvolvimento do individuo como um todo, outros fatores precisam
ser considerados, 0s quais podemos citar aspectos socioecondémicos, nutricionais, cognitivos,
educacionais e orientagcdes adequadas de profissionais experientes, a fim de contribuir para o
melhor estimulo de desenvolvimento humano (fisico, fisiol6gico, cognitivo, sensorial e

emocional), agindo de forma preventiva para algumas comorbidades.



44

Para a casuistica do presente trabalho, o histdrico clinico e o acesso aos profissionais e

recursos necessarios sdo diferenciais para o melhor desenvolvimento e qualidade de vida.

Estudos como o de Gravholt e colaboradores (2017 e 2019) destacam a importancia de
estimulos neurocognitivos para individuos com ST como método de incluséo social. Bem como
a presenca de baixa estatura como um fator importante para questdes emocionais. Suas
pesquisas ressaltam a dificuldade de mulheres adultas com ST de se relacionarem de forma

conjugal devido, principalmente, a este estigma.

Reforcando o impacto dos aspectos sociais, uma matéria publicada em 2022 no jornal
da Globo em Tapaj0, destacou as dificuldades de Giovana, uma jovem diagnosticada com ST.
As queixas expostas tanto pela progenitora da entrevistada quanto as de Giovana focaram no
carater discriminatorio enfrentado na escola e na cidade onde vivem, préticas estas reproduzidas
inclusive pelos médicos que as atenderam, usando de palavras ofensivas para se referir a

condicdo rara (Tapajo, 2022).

Exemplos como o este afetam negativamente a vida desses individuos e podem
influenciar como um quesito negativo no que se refere ao comparecimento em consultas futuras,
afetando a adesdo a continuidade a longo prazo do acompanhamento. Fica clara a necessidade
de treinamento especializado para a equipe de assisténcia priméaria quanto a como lidar com
casos como o de ST e DG, reforgando a construcdo de um ambiente acolhedor e seguro para 0s

pacientes.

Dessa maneira, percebemos a complexidade da abordagem clinica e quantos fatores
precisam ser considerados ao se pensar em correlacBes diretas de genotipo-fenétipo,

principalmente ao observar (Tabela 1) a grande diversidade de cari6tipos da amostra.

6.3 Investigacdo de Marcadores do Cromossomo Y:

A presenca de marcadores do cromossomo Y foi observada em 2 participantes com ST
(4,35%) e 95,65% da amostra ndo apresentou os marcadores investigados (Gréafico 5). De
acordo com a literatura, cerca de 4-60% dos casos de ST podem apresentar sequéncias Y-

especificas em sua constituicdo cromossémica (Lu, Luo & Wang, 2022).

Os dados sobre marcadores do cromossomo Y e DG 46,XX sdo escassos na literatura.
Nas pesquisas realizadas nas plataformas de buscas para 0 embasamento tedrico deste trabalho
foram utilizados os descritores em inglés: gonadal dysgenesis, 46,XX gonadal dysgenesis,
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gonadal developmental disorder, turner syndrome, Y chromosome, Y marker, gonadal tumors.
Os trabalhos resultantes ndo trouxeram informac@es especificas para os casos de DG 46,XX,
geralmente esses casos sdo incluidos no padrdo de manejo para os casos de DGM ou DGP. A
indicacdo profilatica da cirurgia de retirada das gonadas para casos de ST e DG 46,XX segue 0
mesmo padrdo, havendo reclassificagdo de casos de ST para DGM quando ha a presenca de
marcadores do cromossomo Y, dificultando as analises direcionadas para cada caso.

A dificuldade em se encontrar dados concretos sobre a conduta direcionada aos casos
de DG 46,XX destaca a escassez de estudos abrangentes e a falta de consenso na prética clinica,
as quais contribuem para a auséncia de protocolos padronizados. Esta falta de dados reflete néo
apenas a complexidade clinica da DG 46,XX, mas também a necessidade de estudos sobre

condicdo clinica.

Grafico 5: MARCADORES DO CROMOSSOMO Y

4,35%

| POSITIVO
95,65% NEGATIVO

Legenda: Distribui¢do da porcentagem de marcadores do cromossomo Y.

Pesquisas envolvendo a investigacdo de cromossomo Y em casos de ST se utilizam de
técnicas distintas, tais quais podemos citar a hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) e
microarranjos cromossdmicos (microarray). Essas técnicas possuem robustez e sensibilidade
para a elucidacdo da presenca de sequéncias Y-especificas (Prakasho et al., 2014; Barbosa et
al., 2021; Fiot et al., 2022).

Métodos como o Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-PCR), capaz
de diagnosticar anormalidades cromossdmicas ainda no pré-natal, sdo considerados como
forma de minimizar o diagnostico tardio. A QF-PCR é um método rapido e de baixo custo,

sensivel em identificar mosaicismo de baixo grau, entretanto, o tecido de analise é o liquido
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amniotico, conferindo um caréter invasivo e de alto risco para a gestante e o feto (Xu et al.,
2022).

Em um estudo com 109 participantes brasileiros com diagnostico clinico e citogenético
de ST, foi identificada a presenca de marcadores de Y em cerca de 12,8% das participantes da
pesquisa. A investigacdo foi realizada através de PCR, uma técnica sensivel, rapida e de baixo
custo, que auxiliou na elucidacdo dos casos de mosaicismo de baixo grau da referida casuistica
(Barbosa et al., 2021).

Barbosa e colaboradores (2021) discutem a importancia da técnica de PCR para uma
investigacao precisa e confiavel, por ser baixo custo facilita a sua implementacéo no SUS. No
nosso trabalho, a PCR convencional e a nested PCR se mostraram eficientes quanto a detec¢édo

de sequéncias Y-especificas.

Uma vez que individuos diagnosticados com DG 46,XX e ST, que apresentam
marcadores de cromossomo Y em sua constituicdo cromossémica, possuem um risco
aumentado de desenvolvimento de tumores gonadais, investigar sequéncias Y-especificas é
essencial e de extrema importancia na abordagem diagnostica, conduta e prognostico do
paciente (Sallai et al., 2010; Gravholt et al., 2019; Piazza, Urbanetz, 2019; Fiot et al., 2022).
Nesses casos, a gonadectomia preventiva é indicada, apesar da existéncia de um debate extenso
e importante sobre quando essa cirurgia deve ser realizada. Independentemente da decisdo, é
necessario 0 acompanhamento anual para o0s casos Y-positivos, principalmente para as
pacientes que estdo em uso de terapia hormonal. Assim como, € indicada a investigacdo para a
presenca desses marcadores para todos os casos (Wunsch et al., 2012; Ouyang et al., 2021,
Slowikowska-Hilczer et al., 2020).

No nosso trabalho, os marcadores de cromossomo Y foram encontrados nas
participantes 19 e 38. Ambas estavam em idade inferior ao periodo puberal (1 e 7 anos,
respectivamente), ndo foram submetidas a terapia de reposicdo hormonal até o0 momento e

seguem em avaliacdo pelo cirurgido da equipe quanto a realizagdo da gonadectomia profilatica.

6.3.1 Participante 19:

Encaminhada ao SGC/HUPAA/UFAL pela FAMDOWN (Familia Alagoana Down)
com suspeita de Sindrome de Down, a participante natural e procedente de Maceio/AL foi

atendida pela primeira vez aos 7 anos de idade, com queixa de baixa estatura.
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6.3.1.1 Historia Familiar:

E a primeira filha de pais ndo consanguineos, sem informagio quanto a idade dos
progenitores e sem historico familiar semelhante. Criada pelos bisavds maternos, que séo
analfabetos e possuem poucas informacdes a respeito da condicdo da participante. Sem

informacdes sobre o parto e sem registro de uso de tratamento hormonal (figura 2).

Figure 2: Heredograma da participante 19

LEGENDA:

. IV-1 - Sindrome de Turner

6.3.1.2 Historia clinica da participante da pesquisa:

Ao exame clinico apresentou orelhas dismorficas, pequenas e protuberantes, sendo mais
acentuada a direita. Palato estreito e linfedema no pescoco, com baixa implantacdo de cabelos
na nuca, em tridentes. Sobrancelhas espessas e curtas, cilios longos, ptose palpebral a direita.
Pectus excavatum, prega Unica de flexdo em 5° dedo da mao, bilateral. Nos exames de imagem
(ultrassonografia), os ovarios ndo foram visualizados, porém o Utero apresentou tamanho
normal (0,8 cm3). E referida a realizacio de cirurgia de coarctacio da aorta e descreve outros

problemas cardiacos.

O resultado citogenético demonstrou cariotipo 45,X [50] e a investigacdo molecular

identificou a presenca dos marcadores TSPY do cromossomo Y (Figura 3). A participante segue



48

em acompanhamento com a equipe multidisciplinar de DDS de Alagoas e esta em avaliacdo
cirdrgica quanto ao tempo ideal para a realizagdo da gonadectomia profilatica.

Figure 3: Presenca do Marcador TSPY em Gel de Agarose 1%

L123 45617389

Legenda: Gel de Agarose 1% da nested PCR para TSPSY (680pb). L — Ladder; Numeros de 1 a 6 sdo as amostras das
participantes. Numero 7: controle negativo de individuo higido 46,XX. Numero 8. controle positivo de individuo higido 46,XY.
Numero 9: controle Branco sem amostra de DNA. Numero 2: participante 19, resultado positivo para TSPSY (680pb).

6.3.2 Participante 38:

Encaminhada ao SGC/HUPAA/UFAL pela ginecologista obstetra com 1 ano de idade,

com queixas de baixa estatura e linfedema no pescoco.

6.3.2.1 Historia Familiar:

Primeira filha de um casal ndo consanguineo, mae com mais de 30 anos ao nascimento
da participante e sem informacéo sobre a idade do pai. Sem histérico de condi¢do similar na
familia, ndo realizou terapia de reposi¢do hormonal até o0 momento e o parto foi a termo, sem

intercorréncias (Figura 4).
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Figura 4: Heredograma da participante 38

LEGENDA:

I
. II1-1 - Sindrome de Turner

6.3.2.2 Historia clinica da participante da pesquisa:

Ao exame clinico, apresentou epicanto, raiz nasal achatada, orelhas protrusas e de baixa
implantacdo, pesco¢o curto com excesso de pele, unhas hiperconvexas e de implantacdo
profunda, discreto edema de dorso dos pés. Nos exames de imagem (ultrassonografia) foi
constatada a presenca de Utero com dimensdes reduzidas e os ovarios nao foram visualizados.

Todo o acompanhamento clinico e de exames foi feito no HUPAA/UFAL.

A participante é natural e procedente de Macei6/AL, com caridtipo 45X [50] e o
investigacdo molecular de marcadores do cromossomo Y identificou a presenca de marcadores
DYZ3, TSPY e SRY (Figura 5). Segue em acompanhamento com a equipe multidisciplinar do

HU e avaliacdo cirurgica quanto a realizacdo da gonadectomia profilatica.
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Figure 5: Presenca dos Marcadores DYZ3, TSPY e SRY em Gel de Agarose 1%

DYZ3 TSPY SRY
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Legenda: Gel de Agarose 1% da nested PCR para DYZ3(380pb), TSPSY (680pb) e SRY (380pb). L — Ladder, Numeros I e 2
sdo as amostras das participantes. Numero 3: controle negativo de individuo higido 46,XX. Numero 4. controle positivo de
individuo higido 46,XY. Numero 5: controle Branco sem amostra de DNA. Numero 1: participante 38, resultado positivo para
DYZ3(380pb), TSPSY (680pb) e SRY (380pb).

6.3.3 Participante 11 e Participante 15 — Recorréncia Familial de Disgenesia
Gonadal 46,XX:

Encaminhadas para 0 SGC/HUPAA/UFAL pela ginecologia por queixa de amenorreia
primaria, hipodesenvolvimento sexual secundario e atraso puberal.
6.3.3.1 Historico Familiar:

A participante 11 é a segunda filha e a participante 15 é a terceira, de um casal jovem
ndo consanguineo. Parto a termo e sem exposicdo a agentes teratogénicos. Sem outros casos

descritos na familia e n&o fizeram uso de tratamento de reposi¢céo hormonal (Figura 6).

6.3.3.2: Historia clinica:

Ao exame clinico ambas as participantes apresentaram amenorreia primaria e
hipodesenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios. Os exames de imagem da participante

11 revelaram rins com sinais de duplicacao pelocalicial, utero com dimensdes reduzidas
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(4,1cm3) e ovérios ndo visualizados. Orelhas baixo-implatadas, discreto cubito valgo, membros e dedos alongados.

A participante 15 apresentou orelhas baixo-implatadas, discreto cubito valgo, membros e dedos alongados. Foi solicitado exame de imagem, porém

ndo consta os resultados nos prontuarios analisados.

O caridtipo de ambas é 46,XX [40] e testaram negativo para a presenca de marcadores do cromossomo Y. Considerando a recorréncia familial, foi
realizado o Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), através de painel de genes, para complementacdo diagnostica. Esse exame foi realizado em

colaboracdo com Universidade de Sdo Paulo. O resultado ndo revelou alteragfes que pudessem ser associadas ao fen6tipo das participantes da pesquisa.

Figure 6: Heredograma das participantes 11 e 15
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O diagndstico precoce dos casos de ST e DG 46,XX ainda é um desafios. Muitas vezes,
os sinais clinicos podem passar desapercebidos, especialmente em individuos muito jovens, o
que ressalta a importancia crucial de profissionais de saude especializados e equipes treinadas
na deteccdo desses indicios sutis.

A investigacdo de cromossomo Y para casos de ST e DG 46,XX é fundamental e pode
influenciar diretamente 0 manejo clinico e as decisdes terapéuticas. Esse exame pode reduzir

as comorbidades e assegurar a melhor qualidade de vida dos afetados.
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7 CONCLUSAO:

A PCR convencional e a nested PCR elucidaram de forma eficaz a presenca de
marcadores do cromossomo Y em 4,35% dos casos investigados. A descri¢do clinica,
citogenética, molecular e sociodemogréafica possibilitaram a caracterizacdo da populagédo de ST
e DG 46,XX de Alagoas, evidenciando os principais desafios que prejudicam a qualidade de
vida das participantes. Concomitante, esse estudo é pioneiro no Estado, impactando
positivamente para a contribuicdo do entendimento dos casos de ST e DG 46,XX, que possuem

dados escassos e incongruentes na literatura.
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8 LIMITAC()ES E PERSPECTIVAS

Durante o desenvolvimento do presente trabalho, barreiras estruturais e temporarias
foram desafiantes, uma vez que este projeto faz parte do projeto guarda-chuva do Programa de
Pesquisa para 0 SUS (PPSUS) da FAPEAL (Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de
Alagoas). Os desafios de execugdo em dois anos requerem destreza, colaboragéo e, acima de

tudo, dedicacéo intensa.

A ST foi uma das primeiras formas da DG descritas no mundo, o que confere uma vasta
literatura disponivel desde entdo. Com a relagdo a casuistica deste projeto, por ser amplamente
heterogénea, estabelecer uma abordagem padrdo é um desafio, pois enfrentamos questbes de
descontinuidade do tratamento e acompanhamento das participantes no SGC/HUPAA/UFAL.
Esse € o principal desafio enfrentado pelo grupo de pesquisa, visto que os casos de DDS
requerem assisténcia multiprofissional e multidisciplinar continuada para proporcionar uma

melhor qualidade de vida para esses individuos.

Para a investigacdo de marcadores de cromossomo Y, através da técnica de PCR
convencional e nested PCR, a falta de continuidade afeta a coleta de amostras do sangue
periférico, que muitas vezes ndo pode ser feito no momento da primeira consulta. Sendo assim,
a disposicdo dos participantes em retornar ou em ceder suas amostras para a pesquisa de

imediato sdo aspectos a serem considerados.

Outro ponto que merece destaque foi a atualizacdo de agendamento, evolucdo e
acompanhamento dos pacientes para o sistema AGHU (Aplicativo de Gestdo para Hospitais
Universitarios), no qual a consulta ao prontuario se tornou totalmente digital, sendo realizada
mediante ao login e senha de um profissional cadastrado no sistema EBSERH (Empresa
Brasileira de Servicos Hospitalares), o que dificultou a consulta aos prontuarios dos pacientes
e organizacdo dos dados. Com as mudancas para 0 AGHU, houve uma dificuldade em
identificar informacg6es dos participantes da pesquisa quanto a realizagdo de exames, condutas
das diferentes especialidades e consulta de dados sociodemograficos, como procedéncia,
naturalidade e momento da primeira consulta. Foram feitas analises minuciosas e frequentes
dos prontuérios fisicos e digitais, comparando as informacdes neles presentes. O entendimento
do prontuario fisico foi desafiador, principalmente por ndo apresentar um padrdo de

preenchimento, o qual igualmente apresentou lacunas de informagdes para alguns participantes.

O consenso de Chicago (2016) foi o guia de classificagdo para a casuistica do presente
trabalho, porém, na grande maioria dos trabalhos encontrados na literatura essa classificagdo

para casos de ST com presenca de cromossomo Y sofre uma reclassificagdo, colocando esses
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individuos como DGM. Essas divergéncias afetam diretamente o estudo, visto que ha uma
confusdo quanto se a amostra corresponde de fato a individuos com ST ou sdo individuos com
DGM.

Nesse mesmo raciocinio, a escassez de trabalhos focados em abordagens direcionadas
para casos de DG 46,XX reduz os debates quanto ao manejo e prognostico. Na literatura, estes
aspectos sdo 0os mesmos indicados para as demais DGs, das quais incluem individuos com

cariotipo XY.

Outro desafio enfrentado foi a conducdo dos presentes experimentos, 0s quais
demandaram dedicacdo minuciosa e precisavam de um ambiente reservado, longe da presenca

de individuos 46,XY, para reduzir as chances de contaminacéo.

O cariotipo é fundamental para o diagnostico de ST e DG, somada a técnica de
investigacdo de marcadores do cromossomo Y, € possivel estabelecer uma abordagem

diagnostica eficiente.

Manter a investigacdo da presenca de cromossomo Y como exame para todos 0s casos
de ST e DG 46,XY atendidos no SGC/HUPAA/UFAL é uma perspectiva do grupo
multidisciplinar de DDS de Alagoas. Para isso, necessitamos que o0s gestores de salde

incorporem esse exame no SUS.
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ANEXOS

Anexo I: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 2016 — 2018.

Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarccido (T.C.LLE.) - pura as responsiy eis

Eu. ~ respossavel por orizo

EIY pnmc-paq:ln coma voluntirio em estixlo realizado no Tospital Universitirio Prof, Alberto Antunes ds UFAL. Recebi de

Isabella Lopes MonlleaSusane Vasconcelos Zanotti. respopsaveis por sua execuglo, as segointes informagoes gue me

fizeram entender sem dificuldades ¢ sem dvidas 0s segumtes aspecios:

®  Que o estudo se destina i conhecer as carcteristicas clinicas ¢ as causas de Distorbios da Dife wgdo do Sexo,

*  Que a importincia deste estudo € reconhecer as especilicklades desses distirbios na populagio de Alagoss tomando
coma referéncia as pessoas atendidas no servigo de gendtica do Hospital Universitario Professor Alberto Antuncs.

o Que os resultados que se desejam alcangar sdo: conbecer & caracteristicas demogrdlicas ¢ genético-clinicas de DDS na
populagio de Alagoas, bem como as implicaghes desse tipo de distarbio genctico. especialmente no que s relere a
particularidade da puberdade em casos de DDS ¢ suas implicagdes par os pacientes,

o Que esse estiklo comegand em outubro de 2016 ¢ lenminant em setembro de 2018

e Que o estudo seri feito da seguinte mancira: coleta de dados clinicos ¢ familiais por medo de exame fisico por medico
seneticista, atendimento pslcologcu. wrupo de fala c'ou emirevisto. Andlise de heredograma. canotipo de sangue

periférico. exames hor uler grifia abdominal ¢, quando pentinente. tecnicas moleculares para clucidagio do
diagnostico.

o Que mewminka filholn) panicipard das seguintes ctapas: atendimentos clinico, entrevista, exames labocatoriais ¢ de
imagem,

o Que ndo hi outros meios conheciklos para se obter o5 mesmos resultados.

o Que as incdmodos que clela) podera sentir com a participagho sdo: wm possivel desconforto por envolver aspecios sobee
a sua sexualidsde: que. no emtanto, elela) tem o direito de se recusar a mpmlcr caso se sinta constrangsdola).

*  Que cle(a) deverd contar com assisténcia dos aveis pela pesquisa, caso tenha duvidas em relagdo o mesma,
podendo entrar em contato com ¢les atravds dos lcleﬁms CUIO 05 NIMETOs eeomrmm-se adinme neste documento.

o Que os beneficios que eleln) dever esperar com a sua participagdo no estudo sdo a definigdo do seu diagnostico ¢
tratamento, aconselbamento gendtico ¢ atendimento psicoldgico. Além disso. os beneficios mdiretos sio a contribuigdo
das informagdes para amplingdo do conhecimento atual sobee esses disturbios em vista do plancjamento de politicas
publicas de saide.

o Que seremos informadoes sobre o resubltado final desia pesquisa. ¢ sempee que desclar seri fomecido esclarecimentos
sobre qualquer ctapa da mesma.

o Que, a quakquer momento ele(a) poderit s recusar o continuar participando da pesquisa e, tambem, que poderei retirar
mMet consentimento. sem que isso I traga qualquer penalidade ou peeiuizo.

o Que as informogdes conseguidas atraves da participago ndo permitindo a saa identificagdo. exccto aos respoasiavels pelo

estudo, ¢ gue a divelgagdo das mencionadas informagdes 56 serllo feitas entre os profissionais estudiosos do assunto,

*  Que eu no terei qualguer despesa com a participagio do meu [itho nesse estudo ¢, que poderei ser indenizado por danos

que ele venha a sofrer pela mesma razio,

®  Que cu receberei uma vin assinada do presemte Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarecido.

e Finalmente. tendo eu compreendido perfeitamente wdo o gue me foi informado sobee @ participagio do meu minha

filboa) no mencionado estudo ¢ estando consciente dos nossos direitos, das nossas respomsabilidades, dos riscos ¢ dos

beneficios que essa participagdo implica, concordo ¢ autorizo mewminha filhida) a panticipar <. portanto. eu DOLU O MEU

CONSENTIMENTO, SEM QUE PARA 1SS0 EU TENHA SIDO FORCADA OU OBRIGADO(A).

Endereco do(n) participante-yoluntiriofa): |
Domicilio: (rua. praga. conjunto): |
Bloco: N Complemento: |
Bairro: 'CEP/Cidade: Telefone: |
Ponto de referéncia: |

"Contato de urgéncia: Profa. Dea. Isabella Lopes Monlked Profs. Dra. Susane Vasconcelos Zamotti, Eodereo; Servigo de
Genética Clinica, Campus A.C. Simdes S'no. Cidade Universitarin. Tabukiro dos Martins, Maceio. Tel: 3202-3774

Endereco d(os,as) responsive(lis) pela pesquisa: Instituigdao: Universidade Federal de Alagoas |
Enderego: Campus AC. Simdes S'no, Cidade Universitaria — Instituto de Psicologaa |
Bairro: CEP: Cidade: Tnbulﬂmdm Martins, Maceio. Telefones p'eontato: 32141786 32023896

| ATENGAQ: Para informar ocorréncias imegulares ou danosas durante a sua participagio no estudo. dirija-se a0: Commé
“de Etica em Pesquisa (CEP), pertencente & Universidade Federal de Alagoas. Campus A.C. Simies §'no, Cidade
_Universitaria. Tel: 3214104 | Email: comitedeeticaaufal be. <

.
[}

| (Assinatura ou impressdo datiloscapica dio.a) voluntario,a) Nome ¢ Assinatura dods) responsavedeisi felo estudo

62



Anexo II: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 2021 —2026.

Eu,

Termo de Consentimento Livee ¢ Esclareeido (T.C.LE.) — para participantes da pesquisa

0 Comité de Etica cm Pesquisa (CEF) & um colegiado interdisciplinar ¢ independente, presentes nas
stitigdes que realizam pesquisas. Foi cnado para defender os interesses dos participantes da pesquisa em
s mtegrdade ¢ dignidade ¢ par contribuir o desenvolvimento da pesquisa dentro de padebes Hicos. O
CEP é responsivel pela avaliacio ¢ acompanbhamento dos aspectos &ticos de todas as pesquisas, incluindo
pesquisas oom seres humanos, visa salvaguardar a dignidade, os direitos, a seguranga ¢ o bem-estar do
participante da pesquisa.

aceito  participar  como

volunthne do estudo realizado no Hospital Universiticio da Prof. Alberto Antunes — Universidade Federal
de Alagoas (HUPAA-UFAL), intitulado: “Distirbios da diferenciacio do sexo em Alagoas: da atencio
primiria ao diagndstico etiobigico e tratamento multidisciplinar™. Recebd de Reginaldo José PetroliTsabella
Lopes Moalled/Marshall ftalo Baros Fontes/Reinaldo Luna de Omena Fillo/Camila Maia Costa de Queiroz
Souto, responsiveis pela execucdio da pesguisa, as seguintes informaghes gue me fizemm entender seim
dificuldades ¢ sem dividas os seguintes aspectos:

Orue o estudo se desting a conhecer as caracteristicas clinkcas ¢ as causas dos Distlrbios da Daferencia o
do Sexao.

Crue a importineia deste cstudo & reconbocer as especificidades deases distlirbios na populacio de Alagoas.
O 08 resultados que se desejam abcancar sfio: conhecer as caracteristicas demogrificas ¢ gendtico-clinicas
die DDE na populacdo de Alagoas, bem como as implicagtes desse tipo de distirbio gendético.

Quie esse estudo comedard em mako de 2021 e terminard em malo de 2026.

O o estudo serd feito da seguinte maneira: coleta de dados clinicos ¢ familiais por meio de entrevista,
cxame fisioo por médico gencticista ¢ atendimento psicolbgioe. Essa etapa serd realizada durante consulta
ambulatorial, no servigo de genética clinica do HUPAA-UFAL. previamente agendada, com duraciio de
aproximadamente 60 minuios. Para suxiliar a clocidagio diagndstica ¢ aconselhamento gendtico, serd
realizadao:

heredograma, para identificar oz mdividuos na familia;

caniblipo, para determinas a constitui¢io cromossdimica;

Exames hormonais para estabelecimento do perfil hormonal;

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

Exames moleculares, para identificar possiveds alieraghes no material genético. (Para a realizacio dos
exames moleculares, o material biolégico poderd ser enviado para a Universidade Estadual de
Campinas - 540 Paule ou owtro laboratdelo particalar. com dnkea ¢ exelusiva finalidade de
realizacio de exames que nio sdo realizados o Laboratbrio de Gendtica Molecular Humana di
HUPAAUFAL. Apds a utilizacio do material blolégico, o mesmo serd descartado )

Que participarel das seguintes etapas: atendiments clinles, entrevista e exames de caridtipo,
hormanaks, imagem ¢ meleculares.

Crue o lid outros meios conhecidos para se obler 02 mesmos resultados.

Que os inchmodos que posso sentir com minha participacio sio: durante a coleta de sangue, que serd
utilizado para exame de caridtipo, hormonal e molecular, posso sentir dor no local da picada da agulha
Diepois poderio surgir manchas roxas no mesmo bocal. Em todas essas situagbes, me foi garantido gue a
cquipe tonard as providéncias para que estes incdmodos sejam minimos.

Que devo contar com assistbneia dos responsdveis pela pesquisa, caso tenha dividas em relagio a mesma,
podendo entrar e contabe com eles atravds dos telefones cujo nimeres encontram-se adante neste
documenio.

Cue 0s beneficios que deve esperar com minha partelpacio sio: diagnéstico, tratamento,
aconselhamento gendtico ¢ atendimento psicolégico. Além disso, os beneficios indiretos sdo:
contribulcio para o maor entendimento sobre os casos de DDS em Alagoas ¢ o aumento nas prodocdes
cientificas pertinentes ao tema, possibilitando mabores discussdes ¢ o aperfeicoamento do atendimento das
pessoas com DS e seus familiares bem comoe ampliacio do conhecimento atual sobre eases distirbios em
vista do plancjamento de politicas plblicas de sabde.

Que serel informado sobre o resultado final desta pesqulsa, ¢ sempre que dessjar

o Serfio formecidos esclarecimentos sobre as etapas do estudo;

o A qualgquer momente poderel me recusar a continuar participando da pesquisa ¢, também, que poders
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felifar el ConSCHEmento, sem qie isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo;
1de 2

& (e s informagbes conseguidas através da minha participacio nfo permitiske identificagio, exceto aos
responsdveis pele estudo, ¢ gue a divulgacio das mencionadas informagtes ab serio feitas entne os profissionais
estudiosos do assunio.

® (e cu nde tered qualquer despesa com minha panticipacio nesse estudo e, que poderel ser ind enizado
peor danos gue venha a sofrer pela mesma razdio.

#  Que eu receberel nma via assinada do presente Termo de Consentimento Livee ¢ Esclarecido.

& Fialmente, tendo compreendido perfeitamente fudo o que me foi informado sobre minha participagio no
mencionado csiudo ¢ estando conscienie dos nossos direitos, das nossas responsabilidades, dos Ascoes ¢ dos
beneficios gue cisa participacio implica, concordo em participar desse estudo e, portanto, DL O MEL
CONSENTIMENTO, SEM QUE PARA IS50 EU TENHA SIDO FORCADOGA) OU OBRIGADDN A).
o Eate TOLE serd impresso em duas VIAS (e ndo "COPIA"), que serSo assinadas ao final pelo participante
da pesguiza, ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsdvel, ou pelas pessoas por ele
delegadas (Resolugio CHNS no 466 de 2002, iem IV 5.d)

*  Endereco dofa) participante:
Doinicilio: (ma, praga, conjunto):

Bloco: /N™ /Complemento:
Bairmo: /CEP/Cidade: /Telefone:

Pons de referéneia:

Contate de urgéncla: Prof. Dr. Reginaldo José Petroll Profa. Dra. lkabella Lopes Monlled Prof. Dr
Marshall italo Barros Fontes! Prof. Dr Reinaldo Luna de Omena Filbo/ Profa. Dra. Camila Maia Costa
de (ueiroz Souto. Endereco: Servico de Genética Clinkca, Hospital Universitirio Prof. Alberto
Amntunes/l niversidade Federal de Alagoas. Campus AJC. Simies. Avenida Lourival Melo Mota 5/,
Bairro: Tabuleiro dos Martins, Maceld-AL, Brasil, CEP: 57072-970. Telefone p/eontato: (82 320238 /
(B2) 32023774

Endereco d{os.as) responsdve(Lis) pela pesquisa (OBRIGATORIO):

Universidade Federal de Alagoas - Faculdade de Medicina

Avenida Lowrival Melo Maota S'N. Bairre: Tabulelro dos Martins, Maceid-A L, Brasil,
CEP: 57072970

Telefone p'eontatn: 320238% [ 32141858 — E-mail: reginaldo.peirelia famed.ufal.br

ATEMCAD: Para mformar ocoeméncias iregulares ou danosas durante a sua pamicipacio no cstudo, dirija-se
ao: Comitd de Etica em Pesquisa (CEP), pestencente & Universidade Federal de Alagoas. Campus ALC.
Simdes S'mo. Cidade Universithria. Tel.: 32141041 Email: comitedeeticajaufal.be

Assinatura ou impressdo datiloscopica dioa)
participante da pesguisa.

Moime ¢ Assinatura do(s) responsdvelieis) pelo
eatudo

2del
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Anexo III: Parecer do Comité de Etica e Pesquisa CAAE: 59929716.8.0000.5013.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALAGOAS asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesqulsa: Caractenzagio de Destdrbios da Diferenciagio do Sexo em Alagoas: ume abordagem
multidisciplinar no SUS

Pesqulsador: SUSANE VASCOMNCELOS ZANOTTI

Area Tematica: Gendtica Humana:
(Trata-se de pesguisa envolvendo Genética Humana gue ndo necessita de analise
gtica por parte da COMER;);

Versdo: 1

CAAE: 58929716.8.0000.5013

Institulgdo Proponente: Universidade Federal de Alagoas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

MNimers do Parecer: 1.753.480

Apresentacio do Projeto:

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

modificar o penorama do atendimento a pacientes com diagnéstico de disthrbios da diferenciagio do sexo
em Alagoas. Sendo assim, enfetiza & importdncia de uma abordagem muttidisciplinar no atendimento &

casos de distirbios da diferenciaclo do sexo, em virtude de sua complexidade quanto a0 diagndstico,

tratamento, & seus efeitos subjetivos para pais & pacientes. Tem como objetivos: (1) descrever as
caracteristicas clinices e etinlbgices de pessoas com dizgnostico de Distbrbios da Diferenciagdo do sexo
gtendides no SGCHUPAA-LFAL; (2) stealizar & ampliar o banco de dados de pacientss com Distdrbéos de
Diterenciagdo do sexo &m Alagoas; (3) examinar a partcularidade da pubsrdade em casos de Distlrmeos da
Diterenciacdo do Sexo e suas implicagbes para os pacientes; (4) aprofundar o estwdo psicanalitico sobre &
puberdade em casos de Sindrome de Tumer, especialments no que s refers ao conpo & 4 sexualidade
femining; (5) reunir informagtes para subsidiar o plansjamento da stencéo & sadde de peasoas com DODS no
SUS em Alagoas. Métodos: pesquisa observacional com amoskra a ser constifulda por sujeitos com DDS em
qualquer idade, com ou sem anormalidades da maorfologia genital externa. Pera coleta de dados serg
utilizado protocolo cinico; exames clinkcos e

Emderego: Ay, Lourival Melo Maoia, =in - Campus A - C. Smides,

Balro: Cidade Lnkaorsidna CEP: &7 O7Z-800
WWF: AL Municiplo:  MACEID
Teletone:  [B2j3214-1044 E-mmaill: ooim

Pisgina 0 da 34
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plaboforme
ALAGOAS %

Contnuacds & Paracar: 1. 755 489

leboratonats; entrevista clinica efow grupo de fala com pacientes pdberes efou com diagndstico de Sindrome
de Tumner; oficina sobre DOS com profissionais das principals maternidades da rede plblica de Maceid. Aa
caracteristicas etioldégicas serdo estudas com bese na endlise de heredograma, caridtipo de sangue
peritérico &, gquando pertinents, tdcnicas moleculsres. A analise do material rewnido sobre a pubserdade am
casos de DDS e suas implicagbes para os pecientas sera reslizada a partir da leitura psicanalitica sobre &
salda da inténcia, a diferenca dos sexos, o despertar para © makestar @ & exigéncia de um trabatho
peiquico. Por meio desta nova abordagem acredita-se que serd possivel ampliar o conhecimento sobfe 23
caracteristicas demograficas, clinicas e eticlbgicas de DDS na populagio de Alagoas, bem como &
particularidade da puberdade em casos de Distirbios da Diferenciagdo do Sexo & suas implicagdes pare os
pacientes. Palawras-cheve: psicologia, genética, endochnopediatria, distirbios da diferenciagéo do sexo.

Objetive da Pesquiza:
Objetivo Primaria: Objetivo geral: Analisar as principeis caracteristicas de Distlrbios da Diferenciagio do
Sexo (DDS) em Alagoas, a partir do aporte multidisciplinar dos aspectos clinicos e laboratoriais.

Objetivo Secundério: Objetivos especificos: (1) Descrever as caracteristicas clinicas e etiolégicas de
pessoas com disgnostico de Distdros da Diterenciacio do sexo atendidas no SGCHUPAA-UFAL. (2)
Atualizar & ampliar o banco de dados de pacientes com Distirbios da Diterenciagio do sexo em Alagoas. (3)
Examinar & paricularidade da puberdade em casos de Distirbios da Diferenciagdo do Sexo & suas
implicagdes para o= pacientes. (4) Aprofundar o estudo psicanglitico sobre a puberdade em casos de
Sindrome de Turner, especialmente no que e refere o corpo e 4 sexualidade feminina. (5) Reunir
informagtes para subsidiar o plansfamenio da atengéo & salde de pesscas com DDS no SUS em Alagoas

Avallagio dos Riscos e Beneficios:

Rtscos: O nscos que a8 pesquiss possa acametar a0 participantes caracterizam-s= por alguns inchmodos
que elea) podera sentir: um posaivel desconforo por envober aspectos sobre 8 sua sexuabdade; que, no
antanta, ele(a) tem o direito de &2 recusar 8 respondsr, caso 568 Sinta conatrangidod ).

Beneficios: Guanto acs beneficios esperados com & pesquisa com & participacdo no estudo destaca-se &

definigio do seu disgnostico e tratamenio, aconsslhamento gendtico e atendimento peicoldgico. Além disso,

os beneficios indiretos sdo & contribuicdo das informaches para

Emderego: Ay, Lourval Melo Maia, =in - Campus A& . C. Smdes,

Babro: Cidade Unkersiaria CEP: s7.07z-200
WF: AL Municipin:  MACEID
Telefone: [BZj3214-1044 E-malll: « oom

Pgina (2 da 34

66



67

UNIVERSIDADE FEDERAL DE % Plaboforma
ALAGOAS asil

Coafiliriii s &5 PRiddai 1.753.480

ampliagio do conheciments atual sobre esses distirbios em vista do planejamento de politicas pdblicas de
saibie.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo transversal para aprofundar conhecimentos sobre os Distwrbios de Diterenciacdo do
Sexo em Alagoas. Além disao procura identificer de forma multidiacilinar maneires de aperfeigoar o
tretaments desta condigo

Conslderagies sobre os Termos de apresentagBo obrigatdria:

Adequadamente apresantados

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadeguacdes:

Por estar de acordo com &s recomendagbes da Resolugio 46612 sugerimos sus aprovacdo
Conslderagies Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:

Tipo Dacumenio Argquive Postagem Autor Situagho
Informagoes Dasicas| PO IMFORMALUES DASICAS DO P | 150N2016 ArCein
do Projeto ROJETD 757506 pdf 06:11:43
Projetn Detalhado /| ProjetoCEPfinal_pdf 150872016 [SUSAMNE Aceito
Brochura 06:05:07 |VASCOMNCELOS
Lnvegtiogdor ZAMOTT
TCLE / Termos de | TCLEresponsavelsDDS2016 pdf 150872016 [SUSAMNE Aceito
Assentimento § 06:02:42 (VASCOMCELOS
Justificativa de ZANOTTI
Ausdncia
TCLE ! Termos de | TCLEpacientesDDS201 6_pdt 15082016 |SUSANE Acedto
Assentimento § 060212 (VASCOMCELOS
Justificative de ZAMOTTI
Auséncis _

[Declaraghn de TermoHURAA pdf 140712016 | SUSANE Acein
Instituigio & 155707 |VASCOMCELOS
Infrasstndura ZANOTTI
Declaracan de Termopesquisador. pdf 140772016 [SUSANE Apsio
Pesquisadores 155515 |(VASCOMCELOS
ZANOTTI
Cronograma CRONOGRAMA pdf 14072016 [SUSAMNE Acsio
15:48:44 | VASCOMNCELOS
TTI
Folha de Hoato Folhaderosto_pdt 1400772016 AME Acedo
1534:41 | VASCOMNCELOS
ZANOTTI

Emderego: Ay, Lourval Malo Mola, s - Campus A . C. Smdas,

Bairo:  Cidade Unkersitania CEP: &7.072-800
WF: AL Municipio:  MACEID
Telefone: [BZ)j3214-1044 E-miall: ct Cam

Pigina (0 da 34



UNIVERSIDADE FEDERAL DE

Plabalforma
ALAGOAS asil

Continuacis a9 Perecar 1 755488

Situacio do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreclacio da COMNEP:
Mao

MACEID, 29 de Setembro de 2045

Azsinado por:
Luclana Santana
(Coordenador)

Emderego: A, Lourival Melo Mola, =in - Campus & - C. Smies,
Bairo:  Cidade Unkmrsitara

UF: AL Municipio:  MACEID
Telefone:  [B2)3218-1041

CEP: E7.072-900

E-mmalll:

Peging 04 da 34
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Anexo IV: Parecer do Comité de Etica e Pesquisa CAAE: 40078620.4.0000.5013.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALAGOAS aril

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Distdrbios da diferenciacio do sexo em Alagoss: da atengio priméria ao disgndstico
etiokbgico e tratamento multidisciplinar

Pesquisador: Reginaldo José Petroli

Area Tematlca: Genstica Hurmnana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gue nio necessita de andlise
ética por parte da COMER; );

Versfo: 2

CAAE: 40078620.4.0000.5013

Institulgdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
Patrocinador Principal: Financamento Proprio

DADOS DO PARECER
Miamero do Parecer: 4 588 307

Apresentagio do Projeto:

Oz Distdrbios da Diferenciagio do Sexo (DDS) s&o condighes congénitas complexas, onde o
desenvolvimento do sexo cromossbdmico, gonadal e anatdmico & atipico. A avaliagio multidisciplinar de
pessoas com DOS & tereta fundamental e indispensével para o cometo disgndatico @ melhor progndstico das

familias sfetadas. Em Alegoas, & atengo dos cesos de DOS por equipe multidisciplinar iniciaram em 2008,

o gue poseibilitou o atendimento de aproximadamente 250 familias abé o presente. da iniciativa de

professores dos cursos de Psicologia & Medicina da Universidade Federal de Alagoas e UNCISAL,

respectivamente. Em 2008-2011, a primeira investiga¢&o no &mbito do Programa de Pesquisas para o SUS
[FPSUS), “AtencBo integrada em saldde a pacientes com ambiguidade genital em hospital tercidnio do SUS
em Alagoas” (ZAMOTTI, 2011) analisou o8 resultsdos de uma proposta de atendiments dinico integrado a
participantes da pesgquisa com gquadro de anormalidade genital. Os resultados demonstraram gue a
interlocugao entre os profissionals estrutunou, sistematizou & padronizou a rotina de atendimento integrado
no ambulatdrio de genética & passibilitou uma pratica clinica menos fragmentada e orientada pela
especificidade de cada caso. Em 2013-2015, & segunda pesquisa no Ambio do PRSUS, “Distirbios da
diferenciagho do sexo em Alagoas: sbordagem dinica no SUS® (ZANOTTI, 2015) propbs a ampliacis do
primeiry eatedo, para abranger casos de DDS que

Emdarego:  fv. Lourival Melo Mota, ='n - Campus & . C. Smies,

Balro: Cidade Unfsersidsng CEP: ET.072-500
UF: &L Wunicipio:  WACEID
Telofona:  [B2j3214-1041 E-mall: comiledesicaulaliiigmal. com

Pigina 0 da 23

69



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
ALAGOAS

s& manifestam como alteragtes da diferenciaglo sexual secunddria e da fertilidade. Assim, ampliou o

Coffinide & Pt 4 508307

nimerno & o recorte disgndstico da base de dados criada na pesquisa anterior, e sharcou os DDS com
alteragdes dos cromossomos sexuals — 47 XXY (Sindrome de Klinefelter), 45X (Sindrome de Turner],
45 X146 XY (Disgenesia gonadal mista) e 46 XXME XY (quimerizmo). Esse estudo possibilitou, na interface
da medicing com & paicologia, a caractenzagso dinica e etisddgica de peasoas com DDS atendidas no
SGCHUPAA-UFAL; & andlise dos efeitos subjetivos do diagndstico para os parlicipantes da pesquisa,
especialments no gue se refere & diferenca sexusal, & anglstia e 4 relaglo que estabalecam com o prégrio
corpo. Além disso, auxdliou a manutengdo do servigo de referéncia no Estado de Alagoss para pessoa com
DS, ao viabilizar a realizagho de exames essencials para a investgasao disgndstica, como o candtipo, &, &
atenco integrada em sadde por médicos e psicdlogos. A diima pesquisa no PPSUS, “Caracterzacio de
Distirbios da diferenciacao do sexo em Alagoas: uma abondagem multidisciplinar o SUS" (ZANOTTI, 2018)
tomou o8 resultados das pesquisas anteriores como referenciais e propds uma outra ampliagao: o aporte
mutidisciplinar dos sapectas clinicos & laborstonals. Movaments na interface da medicing com a psicolagia,
a equipe técnica fol constitulda por profissionais/pesquisadores de trés Universidades distintas e de
diferentes especialidades: genética clinica; gendtica modecular; endocrinopediatria; citogenética e psicologia.
A partir ¢a investigacado diagndstica; dos resultado dos exames laboratonals e da decisio tomada a partir do
mesma; das falas dos participantes da pesquiza sobre o disgndstico de distdrbios da diferenciaco do saxo
& 08 impasses da puberdade, fol possivel ampliar o conhecimento sobre &3 caracteristicas demograficas,
clinicas e etioldgicas de DDS na populagdo de Alagosas, bem como a particulanidade da puberdade em
casos de Distdrbios da Diferenciacio do Sexo e suas implicagbes. A presente proposta visa a continuidade
das aghes de sadde relacionadas aos DDS, tomando como referdncia as experigncias das edigbes PPSUS
acima citadas, propfe a manutengdo do atendimento integrado e parcerias intra e interinstitucionais, aldém
de ampliar os cendrios de stendimento para o Programa Nacional de Triagem Meonatal de Alagoas e Micleo
de Atengao & Sadude da Familia da capital & interior & intenior do estado Trata-se de pesquisa observacional
coum amostra a ser constitulda por pessoas com suspeita de Distdrbio da Diferencisgdo do Sexo (DOS). em
qualquer idade, com ou sem ancrmalidades genitais. Com base na taxa de nascimentos em Alagoas, na
prevaléncia de DDS & na demanda espontines 80 SGCHUPAA-UFAL, estima-se a inclus&o de 50 casos.
Durante & realizacio do projeto, serd assoclado & pratica médica de consulta ambulatorial e acolhimento
com equipe da psicologia. O primeiro passo da investigagao laboratonal do diagndatico consistird na
realizagio de exame de caridtipo para todos os participantes da pesguisa. Esta etapa serd
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realizada na Uncisal, utilizando as técnicas de bandamento G (Giemsa). A partir do caridtipo serdo
realizados: (1) perfil hormanal (eixo hipotalamohipdfise-gbnadas/supra-renais) e {2) ultrassonografia do trato
genituringrio (3) exame molecular, conforme indicaglo, como por exemplo: Reagdo em cadela da

Conftinuchs & Parecar 4 503307

polimerase (PCR), sequenciamento pelo método Sanger, MLUPA, Sequenciamento de exoma. Para os
exames moleculares, serd extraldo o DMA dos paricipantes da pesquisa, através da técnica fendlica [&
implantada no Servigo de gendtica clinica do Hospital Universitédrio Profesaor Alberto Antunes da UFAL
(SECHUPAAUFAL). Os DMNAs extraldos serBo utilizados para a sluckdagio etioldgica dos casos tiados
pela casa do pezinho para & hiperplasia adrenal congénita (HAC) e dos casos novos atendidos no
SGCHUPAAUFAL. Abordagens inovadoras pars o diagndstico dos casos de DDS a8o fundamentais para &
elucidacdo disgndstica. Messe sentido, apds avaliagio de cads caso por equipe multidisciplingr, composta
por especialistas com ampla expertise no assunio, serd ragada e estralégia para a elucidagdo eticldgica dos
Cas0s novos e dos casos @ idiopdticos. Para o casos iados para HAC pedo programa Mackonal de Triagem
neonatal de Alsgoas, serd realizada a investigacdo de mutaghes frequentes no gene CYP21AZ2, através da
PCR Alelo Especifice. Ezaa etapa serd realizada no SGCHUPAAILUFAL. Para os casos de HAC que nBo

apresentaremn alteragbes pala PCR, serd realizado o sequanciamento completo @ MLPA do gene CYP21A2.

Uma das metas desse projeto & & implementagao do sequencaments do CYP21A2 no SGCIUFAL. Como
trata-se de uma técnica complexa, & equipe executora do CBMEG/UMNICAMP, gue apresenta wasto
conheciments nesse tipo de exame, auxdliars nos ensaios e realizard a contraprova dos resultados. A coleta
de dados clinicos e familiais ser8o obtidos da partir dos seguintes instrumentos: protocole wilizado no
ambulattdrio de gendtica do HUPAA, testado & aplicado em estudo anerior (Gazzaneo, at. al, 2015). Para o3
casos idiopsticos, serd realizado o seguenclaments do exosma, uma tdenica robusta que identifica alteragso
am todos o genes do genoma humano. Essa técnica estd sendo usado para casos idiopaticos & tem
facilitedo & elucidag®o etioldgica dos casos de DOS. Essa etapa serd realizeds em laboraténos parficulares
& a validagio dos dados serd reslizada no CBMEGUNICAMP & SGC/HUPAA/UFAL . Visando ampliar &
compartilhar o conhecimento acerca da atengBo & sadde de pessoas com DDS no SUS, serd realizada
oficina sobre DDS nos programas de residéncia em pediatnia de Alagoss e para psicdlogos dos ndclecs de
gtenio & salde da familia da capital e interior de Alagoas. Ma Oitima etapa da metodobogia, a equipe se
dedicard & produgao do relatdrio stravés da organizacio das discussbes dos resultados provenientes dos
diferentes métodos utilizedos. Critério de Inclus®o: Pessoas com suspeita de Distirbio da Diferenciagioe do
Sewo, em qualguer idads, com ou sem anormalidades genitals, orundos do Servigo de Gendtica Clinkca do
Hiospital Universiténa Professor
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Alberto Antunes da UFAL e do Programa Macional de Tragemn Meonatal de Alagoss. Critério de Excluaso:

Serao excluldos natimorios @ casos de malformagdes multiplas.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Priménio: Ampliar & descentralizar & ateng30 4 sadde dos casos de distdrbio da diferenciagho do
sexn atendidos no SUS em Alsgoas.

Objetivo Secundério:

1 — Descrever g8 caracteristicas clinicas e etioldgicas dos casos de Disturbio da Diferenciagldo do Sexo
(DDE) atendidos na SUS em Alagoas, com informages adquiridas durante o atendimento por equipe
multidisciplinar & resultados dos exames complementares para a elucidacio stioldgica.

2 - Atualizar o banco de dados sobre Distirbdo da Diferenciagao do Sexo em Alagoas, com informagdes
colhidas durante o atendiments & estedo de cada caso, com informagdes sociodemograficas, clinicas,
citogenéticas & molecularas.

3 - Compor um banco de dados Unico para os casos de HAC de Alagoas. Considerando que o PMTH & o
sarvigo de gendtica clindca do HUPAA rednem todos os casos de HAC atendidos pelo SUS em Alagoas,
gerd criado um banco de dados dnico, com informacbes sociodemograficas, clinicas, citogendticas
moleculares de cada caso. lsso facilitard o entendimento sobre suas particulanidades, slém de facilitar o
planejamento de agbes, no dmbito do SUS, para esses casosd — Descrever os efeitos das reunides do
grupo de DDS no atendimento dos casos por equipe mulidisciplinar, siravés de reunibes clinicas, com
periodicidade mensal, com os integrantes do grupo multidisciplinar de DDS/HUPAAIUFAL. A partir do
registro escrito das reunides, serd realizada andlise qualitativa das reunifies multidisciplinares,
considerando: as demandas enderecadas ao ambulatorio de DS, a discussio de casos clinicos e a diregio
do tratamento; os impasses na atengdo integrada em sadde.

5 - Descentralizar aghes de salde para os casos de DDS de Alagoas, através do interc8mbio de experiéncia
entre o grupo multidisciplinar de DDS do HUPAA com profissionals do Programa Macional de Triagem
Neonatal (FNTH) de Alagoss e Nideo de Apodo 3 Sadde da Familia (MASF) da capital e interior do estado.
Para atingir esse objetivo, serd realizado curso de capacitagio para os profissionais de sadde do PNTH &
MASF.

6 - Rewndr informactes para subsidiar o plansiamento da atencao & salde de pessoas com DDS no SUS em
Alagoas, siravés das informagdes descritas nos objetivos anteriores & das reunddes mulbidisciplinares.
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Avallagio dos Riscos & Beneficlos:
Riscos: As amostras de sangue periférico serdo obiidas por punglo venosa, com risco muite baixe. O risco
da coleta de sangue pode incluir hiperemia lecal transitdra, hematoma, celulite ou flebite. O desconforto

sard minimo, pols & coleta serd realizada por profissional treinado ou pelo responsdvel pelo projeta,

devidamente habilitados para este procedimento. Medidas de protecio: sssepsia e antissepsia do local para
a coleta de amostra de sangue e utilizac®o de materiais descartdvels. & Ulrassonografia ndo apresenta
risCco ao packents, exceto 43 ciangas gue necessitarem de sedagao para realizagdo do exame. Contudo, &

sedacdn & de balko risco & realizada na presenca de médico e de equipamento de seguranca necassarios.
Beneficios: Como beneficios, podemos elencar sumento nas producbes cientificas pertinentes a0 tema,

possibilitando maiores discussdes e o aperfeigoamento do atendimento de pessoas com DDS e seus
familiares bem como ampliagio do conhecimeanto stual sobre esses disturblos em vista do planejamento de
politicas pdblicas de sadde.

Beneficios:

Como beneficios, podermos elencar: aumento nas produgtes clentificas pertinentes ao tema, poasibilitando
maiores discussbes e o aperfeigoamento do atendimento de pessoas com DDS e seus familiares bem como
amplia¢ac do conheciments atual sobre esses distdrblos em vista do plansjamento de politicas plblicas de
BaMEe.

Comentarios e Conslderagdes sobre a Pesquisa:

O presents estudo se encontra de acorda com a Resolugdo 46612
Conslderagies sobre os Termos de apresentagBo obrigatdria:
Sem dbice atico.

Recomendagies:

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagtes:

PENDEMNCIAS MO PROJETO

- Recrutamento do participante e aguisigao do TCLE - Solicita-se gue o termo “paciente/sujeiodvoluntano”
safa substituldo pelo termo “participants da pesquisa®™ 8o longo do texto, conforme definigio disposta no item
1110 da Reschecao CHS n. 466 de 20412 e art. 2, X1l da
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Resolugdo CHE n. 510 de 3016 descrever e553 alapa;
- Razdes para utilizacdo de grupos vulnerdwets: descraver - PENDENCIA ATENDIDA
- CRITERIOS PARA SUSPENDER A PESQUISA incluir PENDENCIA ATENDIDA

Coflinis & Pareos: 4 503307

PENDENCIA DOCUMENTAL

- Autorizagbes: arquivo de Autorizagso da pesquisa nBo estd abrindo. Reanexd- lo - PENDENCIA
ATENDIDA

- INSTRUMENTO DA PESQUISA: inchuir, com & opgo “Nao deas|o responder” no Instnemento de colsta de
dados - PENDEMCIA ATENDIDA

IMPORTANTE: TODOS OS5 ARGUIVOS AMEXADOS A PLATAFORMA devern permitir o uso dos recursos
“copiar e “colar” am quakyuer palavra ou trecho do taxts (Morma Operacionsl CHS n® 001 de 2013, anexs 1|
- PENDENCIA ATENDIDA

— lista de checagem para protocolos de pesquisa). PENDENCIA ATENDIDA

- Arquivios dos pesquisadores e instituipbes participantes e copartipantes estdo vicdlados. Reanexs- los -
PEMDENCIA ATEMDIDA

PENDENCIAS MO TCLE
- O amuive anexado & plataforma permite recurss *COPIAR" & "COLAR" - O anguive deve permitir o uso dos

recursos “copdar” e “colar” em qualgquesr palavra ou trecho do texto (Morma Operacional CNS n® 001 de 201 3,

anexo Il — lista de checagem para protocolos de pesquisa): - Rever, pois o arquivo do TCLE nBo permite &
opgao copiar e colar - PENDENCIA ATENDIDA

- Nomenclatura relativa ao participante da pesquisa - Solicita-se que o termo “pacientalsujeitofaluntario®
sa|a substituldo pelo termo “paricipants da pesquisa® ao longo do texts do TCLE, conforme definiglo
disposta no itemn [1.10 da Resolugio CHNS n® 466 de 2042: rever em seu texto. PENDENCIA ATENDIDA

- Mumeracio de paging — Todas as paginas devem ser enumeradas, com & guantidade total delas,

como, por exemplo: "1 de 3% e assim sucessivaments, sté & pagina =3 de 37 rever em seu texio - Linguagem
acessivel: rever linguagem para gue haja compreens&o dos parlicipantes da pesguisa - PENDENCIA
ATEMDIDA

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

- Justificativa, objetivos e procadimentos - Quanto aos procedimantos, descrever no TCLE os procadimentos
a serem realizados na pesquisa. pontuando guats andlises serdo realizadas e o
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objetive de cads andlise(Resolugis CMS n® 466 de 2012, item IV.3.8). Quanto ao esclarecimento 4o
participante, os procedimentos adotados no estedo devem ser explicitados de forma menos sintética no
TCLE, infarmando-s2, por exemplo,

o local @ o momento em que ocomerdo as entrevistas/questiondrio/grupo focel, bem como seu tempo de
duragds & o8 topicos a8 serem abordados: incluir. PENDENCIA ATENDIDA

- Deixar mais clars todas etapas e procedimentos a serem realizados com os parbicipantes da pesquisa,
poia no item “que eu participarel da seguinte forma: entrevista® nio explicita todos os procedimentos a
gerem realizados; PEMDENCLA ATENDIDA

- Rever o8 incdmados no TCLE — PACIENTES - pots se refere a0 TCLE de responséveds | vide recho— "
um possivel desconforto por envolver aspectos da sexualidade do meu filho{a).." @ n&o esta de scordo com
o tetn descrito no projets de pesquiss. PENDEMCLA ATENDIDA

- Incluir uma breve descrigio do gue & o CEP e gual & sua fungdo - O TCLE deve conter uma breve
descriglo do que & o CEP e qual a sua fungio - PENDENCIA ATENDIDA

- Garantia que o oCUMmento sard emitido em duas vias - Solicita-se que conste neste documanto informagan
de gue o TCLE & elaborado em duas VIAS (e nao "COPIA®), gue deverao ser assinadas ao final pelo
convidado & participar da pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pele pesguisador
responsdvel, ou pelas pessoas por ele delegadas (Resolugio CHNS n® 466 de 2012, item IV_5.d): inchur -
PEMDEMWCIA ATENDIDA

Coftifisde & P 4 503307

Consideragées Finals a critério do CEP:
limao. Prof. Reginaldo Jos& Petroll, lembre-se que, segundo a Res. CHS 466/12:

O Participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentiments em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma & sem prejulzo &0 seu cuidado & deve receber copia do
TCLE, na Irtegra, por ele assinsdo, & ndo ser em esiudo com autonzacio de declink;

V.5% deve desenvolver a pesguisa conforme delineada no protocelo aprovado e descontinuar o estedo
somente apds andlise das rezfies da descontinuidade por este CEP, excelo quando percaber risco ou dano
nao previsto so sujeits participante ou quando constatar a superioridade de regime oferacido a2 um dos
grupos da peaquisa que requeram agio imediata;
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0 CEP deve ser imediatamente informado de todos os fatos relevantes que alterem o curso nonmal do

estudo. E responsabilidade do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas a evento adverso

ocormido & enviar notificagdo & este CEP &, em casos perinentas, & ANVISA:

Eventuais modificagtes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando & parte do protocolo & ser modificada e seas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou 1
apresentados anteriormente 3 ANVISA, o pesguisador ou patrocinador deve envid-las também 4 mesma,
Junto com o parecer aprovatirio do CEP, para seram |juntadas ao protocolo indclal;

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Docurmento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informaghes Bésicas | PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 2200/202 Acedo
do Projeto ROJETO 1653823 pdf 15:41:13
Outros CARTA_RESPOSTA_PPSUS_DDS pdf | 220002021 |Reginaldo José Acedo
153747 | Petroli

Brochura Pesquisa  |brochura_atualizada. pdf 2200172021 [Reginaldo José Aceito
15:20:37 | Petrali

Outros HUPA&_COEXECUTORA pdf 22001/2021 | Reginaldo José Acedto
15:04:13 | Petrali

Outros Unicamp_COEXECUTORA pdf 22001202 [Reginaldo Jose Aceito
15:03:37 [ Petroli

Ouitros Uncizal_COEXECUTORA pdf 2200172021 |Reginaldo José Acedto
15:003:13 | Petrali

Outros SESAL_COEXECUTORA. pdf 22001/2021 |Reginaldo José Acedto
15:02:48 | Petrali

Declaraghn de ALESSANDRA pdf 2200112021 |Reginaldo Joss Acedo
Pesguissdores 14:54:39 | Petrali

Declaracho de AMDREA _pdf 2200172021 [Reginaldo José Aceito
Pesguisadores 14:53:46 | Petroli

Declaracho de ISABELLA pdf 2200172021 [Reginaldo José Aceito
g Ebores 14:53:22 | Petrali

%ﬂg&n de IMARICILDA. pdf 220112021 |Reginaldo Joss Aceio
Pesguissdores 14:52:59 | Petrali

Declaracho de REINALDO. puf 2200172021 [Reginaldo José Aceito
Pesguisadores 14:52:43 | Petroli

Declaracho de SUSAME . pdf 2200172021 [Reginaldo José Aceito
g Ebores 14:52:23 | Petrali

%ﬂgﬂn de [WARA pat 220112021 |Reginalds Joss Aceio
Pesguisadores 14:52:07 | Petrali
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Declaragan de GIL_pdf 2200172021 | Reginaldo Joss Aceito
Ulismdones 14:51:29 | Petroli
TCLE / Termos de | TCLE_atualizado.pdf 2200172021 | Reginaldo José Aceito
Aasentimenio / 11:21:23 | Petroli
Justificativa de
Ausbncis
Cwitros Divulgacao. pdf 131172020 |Reginaldo José Aceito
17:04:23 | Petroli
Owitros Dados. pdf 131172020 |Reginaldo José Aceito
17:02:51 | Petrali
Cuitros Normas. pdf 1311 1/2020 | Reginalde Jose Aceto
16:58:35 | Petroli
Owitros Confidencialidade_pdf 131172020 |Reginaldo José Aceito
165730
Faolha de Rosto Folhaderasto.pdf 131172020 |Reginaldo Joss Aceito
16:55:59 | Petroli
Deciaraghn de OF AL pat 13111/2020 | Reginalds Jose Acen
Instituicao & 14:50:54 | Petroli
Infraestnitura
Projeto Detalhado ! |brochura.pdf 081172020 |Reginaldo José Aceito
Brochura 08:58:59 | Petroli
Lnvestigador
Sltuacho do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreclagdo da COMEP:
Mao

MACEID, 18 de Margo de 2021

Assinado por:

CAMILA MARIA BEDER RIBEIRO GIRISH PANJWAMNI

(Coordensdana))
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