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RESUMO

Introducgédo: A diferenciagao sexual masculina normal envolve um maior nimero de
eventos geneticamente determinados que a feminina, sendo assim, os disturbios da
diferenciagcao do sexo (DS) com ambiguidade genital e cariétipo 46,XY apresentam
uma maior complexidade para uma definicdo etiolégica. Entre estas, as
Insensibilidades Parciais aos Androgenos (IPA) podem apresentar quadro clinico
indistinguivel, principalmente, em relacédo a Deficiéncia da 5a-redutase (D5AR2). A
dosagem do Horménio Anti-Mulleriano (HAM) tem se mostrado de grande auxilio na
avaliacado desses pacientes. No entanto, outros marcadores de células de Leydig e
de Sertoli ndo foram avaliados neste grupo de pacientes. Objetivos: Avaliar a
fungdo das células de Leydig e de Sertoli em pacientes com ambiguidade genital,
cariotipo 46,XY e producdo normal de testosterona. Métodos: Foram incluidos 35
pacientes, sendo 8 com IPA, 8 com D5AR2 e 19 idiopaticos (sem etiologia definida)
do Ambulatério do Grupo Interdisciplinar de Estudos da Determinagdo e
Diferenciacédo do Sexo (GIEDDS) e do Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica,
ambos do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Todos eles ja haviam sido avaliados ao diagndstico e apresentavam
producdo normal de testosterona. Os pacientes com IPA e D5AR2 tiveram
diagnostico molecular confirmado. Para o grupo controle foram incluidos 42
individuos do sexo masculino, entre pacientes do HC — UNICAMP, alunos da poés-
graduacdo da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) — UNICAMP, além de
familiares destes. Todos os pacientes foram submetidos a uma nova avaliagdo com
dosagens de LH, FSH, HAM, Inibina B e INSL3 basais e testosterona e di-

hidrotestosterona (DHT) basal e apds estimulo com gonadotrofina coribnica humana



quando necessario. Resultados: A idade na avaliacao atual ndo foi estatisticamente
diferente entre o grupo casos e controles (p = 0,595). O HAM mostrou-se
inversamente proporcional a idade, com uma correlagdo moderada, tanto no grupo
total de casos (r = -0,68; p < 0,0001) como no grupo controle (r = -0,83; p < 0,0001).
As concentragbes séricas de HAM foram significativamente menores no grupo total
de casos quando comparado com o grupo controle (p = 0,031). As concentragdes
séricas da inibina B também foram significativamente menores no grupo total de
casos em comparagdo com o grupo controle (p < 0,001) e nos pacientes com
D5AR2 quando comparados com IPA e idiopaticos, e nos idiopaticos quando
comparados com o grupo controle. Por outro lado, os valores de INSL3 foram
significativamente maiores no grupo total de casos em relacdo aos controles (p =
0,003). Conclusodes: As concentracoes séricas de HAM, inibina B e INSL3 de uma
forma geral ndo foram diferentes entre os trés subgrupos de DDS 46,XY com
producdo normal de testosterona, no entanto as de inibina B foram menores nos
pacientes com D5AR2 e idiopaticos em relagdo ao grupo controle. Nosso estudo foi
o primeiro a avaliar todos os principais horménios testiculares apenas em individuos
com DDS 46,XY com producdo normal de testosterona. Também foi o primeiro a
mostrar que pacientes com D5AR2 apresentam concentragdes séricas de inibina B
mais baixas. Dessa forma, dosagem de inbina B apresenta um potencial
consideravel para trazer informacgdes relevantes na investigacdo dos DDS 46,XY

com produc¢ao normal de testosterona.

Palavras-chave: genitalia; transtornos do desenvolvimento sexual; células de

Leydig; células de Sertoli; inibina B; hormdnio anti-mdilleriano



ABSTRACT

Introduction: Normal male sexual differentiation involves a greater number of
genetically determined events compared to the female one, then the disorders of sex
development (DSD) with genital ambiguity and 46,XY karyotype present a greater
complexity for its etiological definition. Among these, the Partial Androgen
Insensitivity (IPA) may present clinical manifestations indistinguishable, mainly, in
relation to 5a-reductase Deficiency (D5AR2). The dosage of the Anti-Mullerian
Hormone (HAM) has been shown to be of great value in the evaluation of these
patients. However, other Leydig and Sertoli cell markers were not evaluated in this
group of patients. Objectives: To evaluate the function of Leydig and Sertoli cells in
patients with genital ambiguity, 46,XY karyotype and normal testosterone secretion.

Methods: 35 patients were included, 8 with IPA, 8 with D5AR2 and 19 idiopathic
from the Outpatient Clinic of the Interdisciplinary Group of Studies on Sex
Determination and Differentiation (GIEDDS) and Pediatric Endocrinology Outpatient
Clinic, both from Clinical Hospital (HC) at State University of Campinas (UNICAMP).
All of them had already been evaluated at diagnosis and had normal testosterone
secretion. Patients with IPA and D5AR2 had a confirmed molecular diagnosis. For
the control group, 42 male individuals were included, among HC — UNICAMP
patients, undergraduate students of the Faculty of Medical Sciences (FCM) —
UNICAMP, and their families. All patients underwent a further evaluation of basal
levels of LH, FSH, HAM, Inhibin B and INSL3, and testosterone and
dihydrotstosterone basal and after human chorionic gonadotropin stimulation when
necessary. Results: The age at the current evaluation was not statistically different
between the cases and controls group (p = 0.595). HAM was inversely proportional to

age, with a moderate correlation, both in the total group of cases (r = -0.68, p <



0.0001) and in the control group (r = -0.83; p < 0.0001). Serum HAM concentrations
were significantly lower in the total group of cases when compared to the control
group (p = 0.031). Serum inhibin B concentrations were also significantly lower in the
total group of cases compared to the control group (p < 0.001) and in D5AR2
subgroup in relation to IPA and idiopathic subgroups, and in the idiopathic one when
compared to the control group. On the other hand, the concentrations of INSL3 were
significantly higher in the total group of cases when compared to controls (p = 0.003).
Conclusions: Serum concentrations of HAM, inhibin B and INSL3 were generally no
different among the three subgroups of 46,XY DSD with normal testosterone
production, but inhibin B levels were lower in patients with DSAR2 and idiopathic
subgroups when compared to the controls Our study was the first to evaluate the
other major testicular hormones only in patients with 46,XY DSD with normal
testosterone secretion. It was also the first to show that patients with D5AR2 have
lower serum inhibin B levels. In this sense, inhibin B shows a considerable potential
in order to bring important information in the investigation of the 46 XY DSD with

normal production of testosterone.

Key words: genitalia; disorders of sex development; Leydig cells; Sertoli cells;

inhibin B; anti-mullerian hormone
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1. INTRODUGAO

1.1. DIFERENCIACAO SEXUAL NORMAL

O desenvolvimento sexual durante a vida intrauterina € um processo
complexo, especialmente no que se refere ao sexo masculino. Nas primeiras duas
semanas de gestacgdo, a constituicdo cromossdmica é a unica coisa que difere os
embrides de ambos os sexos (1). Sendo assim, por volta da 3% — 4% semana de
gestacdo € formada a crista urogenital a partir do mesoderma intermediario coberto
pelo epitélio celdmico de origem mesodérmica (1-3). Por volta da 5% semana, a
crista urogenital se divide nas cristas urinaria e adrenogenital (3). Nesta ultima, no
final da 5% semana gestacional, o primérdio adrenal é separado do primérdio
gonadal, com este sendo colonizado pelas células germinativas primordiais (de
origem extragonadal). Por conseguinte, forma-se a gbnada primordial (3). Esta
estrutura é bipotencial, sendo a precursora tanto dos testiculos como dos ovarios, e
na sua formagéo estdo envolvidos os genes NR5A1 (Nuclear Receptor subfamily 5,
group A, member 1), WT1 (Wilms Tumor 1), EMX2 (EMpty spiracles homeoboX 2),
CBX2 (ChromoBoX homolog 2) e PBX1 (Pre-B-cell leucemia transcription fator 1)
(2).

A genitélia interna de um individuo é formada a partir de um dos dois pares de
ductos unipotenciais: ductos de Wolff ou mesonéfricos, no sexo masculino; e ductos
de Muller ou paramesonéfricos, no sexo feminino. Esses dois pares de ductos sao
formados em todos individuos, independente do sexo genético, e os genes PAX2
(PAired boX gene 2), EMX2 e LHX1 (Lim HomeoboX gene 1), além do acido
retindico, sdo importantes na génese de ambos (4,5). Os ductos de Wolff se formam

ao redor da 4% semana gestacional, provenientes do mesoderma intermediario,
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apresentando-se como tubulos longitudinais no mesonefro que desembocam na
cloaca (1,3,4). Para sua formacéo, além dos genes acima citados, sdo necessarias
as proteinas PAX2 e PAX8 (PAired boX gene 8) (3). Por volta da 6% a 72 semana,
logo apds a formagédo dos ductos mesonéfricos, surgem e crescem os ductos de
Muller no sentido craniocaudal, como invaginagdes longitudinais do epitélio celdmico
adjacente aos mesonefros, percorrendo a superficie anterolateral de cada crista
urogenital (1,3,5). Esses ductos se abrem para a cavidade abdominal na sua
extremidade cranial e se fundem na extremidade caudal, formando o canal uterino,
que se projeta na parede posterior do seio urogenital (3). Do ponto de vista
molecular, além dos genes ja citados, sdo necessarios a expressdao dos genes
DACH1 (DACHund drosophila homolog of 1), DACH2 (DACHund drosophila
homolog of 2) e WNT4 (WiNgless-Type mmtv integration site family, member 4) (5).
No que se refere a genitdlia externa, na 3? semana de gestacdo sao
formadas, a partir do mesénquima que circunda a membrana cloacal, as pregas
cloacais (3). Estas se fundem na porgéo cranial para formar o tubérculo genital, que
dara origem ao falus (3). Ja na regido ventral, por volta da 6 semana, formam-se as
pregas uretrais. Ao lado de cada uma dessas, surgem elevacdes que se tornam as
saliéncias labioescrotais (3). Por outro lado, a cloaca da origem, posteriormente, ao
canal anorretal e, anteriormente, ao seio urogenital, entre a 42 e 72 semana, quando
o septo urorretal cresce a partir da membrana cloacal (3). Para a formacédo da
genitalia externa e do seio urogenital € necessaria a expressdo de alguns genes,
como HOXD4 (HOmeoboX D4), HOXA13 (HOmeoboX A13), HOXD13 (HOmeoboX
D13), FGF10 (Fibroblast Growth Factor 10), PTCH1 (PaTCHed, drosophila, homolog

of 1), ROR2 (Receptor tyrosine Orphan kinase-like Receptor 2) e da via de
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sinalizacdo SHH — GLI — BMP4 (Sonic HedgeHog — GLI-kruppel family — Bone
Morphogenetic Protein 4) (3).

Para a diferenciacdo gonadal, tanto de testiculos como de ovarios, é
necessario um delicado equilibrio no tempo e nivel de expresséo dos diversos genes
envolvidos no processo (6). Por volta da 72 semana, os embrides XY comegam a
expressar o gene SRY (Sex determining Region on Y), sendo o gatilho para uma
cascata de interagdes génicas que levam a diferenciacdo gonadal em testiculos
(6,7). Na rota de diferenciacao testicular, o gene SOX9 (Sry bOX 9) é o primeiro
gene, entre varios, regulado pela expressdao do SRY, sendo esta amplificada pelo
WT1 e pelo NR5A1. O SOX9 é responsavel pela formagao das células de Sertoli e
consequente expressdo do gene AMH (Anti-Mullerian Hormone), gene do Horménio
Anti-Mulleriano (HAM) (7). Nesse contexto, o WT7 €& um ativador direto da
transcricdo do receptor tipo 2 do HAM (AMHRZ2) nos ductos de Mdller (5). Dessa
forma, entre a 82 e 92 semana de gestagao, ocorre a regresséo dos ductos de Muller,
no sentido craniocaudal, por mecanismos de migracdo de células epiteliais,
transformacao de epitélio em mesénquima e apoptose (5,7). Essa regressao ocorre
somente nessa janela especifica de tempo, pois corresponde ao periodo em que o0s
ductos de Muller ainda n&o estdo expressando os marcadores epiteliais especificos
(5). A acéo do HAM, devido ao seu alto peso molecular, é paracrina, sendo cada
testiculo responsavel pela regressao do ducto de Mdller ipsilateral. A diferenciacao
das células de Leydig é comandada pelas células de Sertoli e por fatores paracrinos
secretados pelas células peritubulares, como a proteina expressa pelo gene DHH
(Desert HedgeHog) (7). Com esse processo, inicia-se, estimulado pela gonadotrofina
coribnica humana (hCG) produzida no sinciotrofoblasto, a producéo de testosterona

em altas doses, que é responsavel pela diferenciagdo dos ductos de Wolff entre a 92
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e a 132 semana de gestagcdo, com cada testiculo sendo também responsavel pela
acao hormonal sobre o ducto ipsilateral (4,7). Dessa maneira, formam-se o
epididimo, a partir da parte proximal do ducto, os ductos deferentes, a partir da parte
distal, e a partir da terminacdo caudal dessa ultima, as vesiculas seminais (4).
Durante o processo de diferenciacao, a testosterona é convertida, pela enzima 5a-
redutase tipo 2, em dihidrotestosterona (DHT), que possui maior afinidade pelo
receptor de androgenos (RA) (7). Esse horménio é o principal responsavel pela
virilizagdo da genitalia externa masculina, formando o pénis, uretra peniana e
fundindo as saliéncias labioescrotais em uma bolsa escrotal, entre 10 e 142
semanas de gestacdo (3,7,8). Além disso, a DHT ¢é responsavel pelo
desenvolvimento da prostata e da uretra prostatica, a partir do seio urogenital (8).
Por volta das 14 - 16% semanas, o pénis esta formado e apresenta
aproximadamente o mesmo tamanho de um clitéris (3,9). A partir de entdo, seu
crescimento se dara pela manutencao da producgio testicular de testosterona que,
em um primeiro momento € estimulada pela hCG placentaria, e, posteriormente (3°
trimestre), € estimulada pelo LH (horménio luteinizante) hipofisario até o fim da
gestacédo (9). O testiculo encontra-se preso a parede abdominal posterior pelo
ligamento suspensorio cranial (LSC) e ao futuro anel interior do canal inguinal pelo
gubernaculum e a descida até a bolsa escrotal ocorre em duas principais etapas: a
fase transabdominal e a fase inguinoescrotal (10). Na primeira etapa, que ocorre
entre a 102 e 232 semana, os andrdgenos induzem a involugao do LSC e o hormdnio
INSL3 (INSulin-Like 3) controla a diferenciagédo gubernecular, movendo o testiculo
até a regiao inguinal intrabdominal (10,11). A segunda fase ocorre entre a 282 e a
342 semana e basicamente cabe aos andrégenos a modulagdo do crescimento e

diferenciagao do gubernaculum levando os testiculos a posigao escrotal (9,10).
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No que se refere a diferenciagcdo sexual feminina, mulheres ndo expressam
HAM durante o desenvolvimento fetal permitindo a diferenciagdo dos ductos de
Muller (5). O gene FOXL2 (FOrkhead transcription fator 2) inibe, entre outras rotas
envolvidas na diferenciagao testicular, a expressao do SOX9 (6). Com isso, na falta
de HAM, testosterona e INSL3, ocorre a degeneragéo passiva dos ductos de Wolff e
os ductos de Muller se diferenciam na genitalia interna feminina, que consiste nas
tubas uterinas, utero e porgao superior da vagina (5). Esse processo depende da
acao dos genes da familia HOX (HOXA 9, HOXA 10, HOXA 11 e HOXA 13) e da
familia WNT [WNT7A, WNT4, WNT5A, CTNNB1 (CaTeNiN Beta 1)] (5). O WNT4 e a
RSPO1 (R-SPondin Family member 1) estabilizam a beta-catenina responsavel por
promover a expressao dos genes envolvidos na diferenciagdo ovariana (6). Esses
genes, entre eles o FST (FolliSTatin) e o FOXL2, aumentam sua expressdo um
pouco mais tarde na gestacdo, quando comparado aos genes da diferenciagao
testicular, e para manutencdo ovariana faz-se necessario a presenca de dois
cromossomos X integros (6,9). Ja a gentitdlia externa feminina se forma, na
auséncia da acao androgénica, com o tubérculo genital dando origem ao clitoris, as
pregas urogenitais e as saliéncias labioscrotais aos pequenos e grandes labios,

respectivamente, e o seio urogenital, a uretra feminina e a porgéo inferior da vagina

(9).

1.2. HORMONIOS TESTICULARES

Os testiculos sao constituidos de numerosos Iébulos formados por tubos
contorcidos (tubulos seminiferos), que representam 80 a 85% de sua massa,
sustentados por tecido conjuntivo frouxo (12). Os tubulos seminiferos estruturam-se

em células epiteliais que formam sua parede e esta é revestida pelas células
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germinativas (espermatogbnias) e pelas células de Sertoli (12). Por outro lado,

imersas no tecido intersticial do testiculo, encontram-se as células de Leydig (12).

1.2.1. Horménios produzidos pelas Células de Sertoli

Inibina B: € um hormonio glicoproteico que consiste de uma subunidade alfa ligada
a uma subunidade beta (B) por pontes dissulfeto. Os genes dessas subunidades
estdo localizados no cromossomo 2. Este horménio € produzido pelas células de
Sertoli em resposta a estimulagédo pelo FSH (horménio foliculo estimulante), com
quem tem uma relagéo de retroalimentagdo negativa (13,14). Além dessa relagéo, foi
demonstrado in vitro que a Inibina B, age como regulador autécrino e paracrino da
proliferacao, diferenciacao e esteroidogénese das células de Sertoli e das células de
Leydig (13). As concentragbes séricas desse hormdnio apresentam um padrao
bifasico, com os maiores valores ocorrendo nos primeiros meses (principalmente
entre 3 e 6 meses) e no inicio da puberdade, e o nadir entre 6 e 10 anos (15,16). No
final da puberdade, os valores séricos chegam a um platd (16) (Figura 1). A
contagem de esperma e o volume testicular sdo forte e positivamente

correlacionados com as concentragdes séricas de Inibina B (13).
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Figura 1: Concentracdes de Inibina B nas primeiras 2 décadas de vida [adaptado de

Crofton e cols, 2002 (16)].

Hormdnio Anti-Mulleriano: € um horménio glicoproteico homodimérico, membro da

familia TGF-beta (Transforming Growth Factor) (14,17). E codificado a partir do gene
AMH, localizado em 19p13.3 e se liga ao Receptor AMH tipo II, cujo gene AMHR?2 se
localiza em 12p13 (17). O HAM ¢é regulado por trés fatores: FSH, espermatécitos
entrando na profase da primeira divisdo meiética e testosterona, sendo este ultimo o
mais importante (14). Além do que foi descrito anteriormente, o HAM apresenta
menores concentragdes nos primeiros dias de vida, mas esses valores comegam a
se elevar na primeira semana seguindo a fase de proliferagdo das células de Sertoli,
estimulado pelo aumento do FSH (17,18). As concentragdes aumentam rapidamente
até chegarem no pico aos 6 meses de idade. Na puberdade, com o aumento das

concentragdes de testosterona e ativagdo do RA nas células de Sertoli (Qque nao
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ocorre no periodo neonatal), os valores de HAM sérico comegam a diminuir até os
menores niveis (17—19) (Figura 2). Nos adultos, HAM parecer ter efeitos paracrinos,
inibindo diferenciagéo e esteroidogénese nas células de Leydig e envolvimento na
mobilidade espermatica. Isto justificaria a maior concentragdo desse hormdnio no

lumen dos tubulos seminiferos que na circulagéo (18).

.
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Figura 2: Concentra¢cdes de HAM nas primeiras 2 décadas de vida [adaptado de

Rey e cols, 2005 (19)]. Legenda: HAM= Horménio Anti-Mulleriano / T= Testosterona

1.2.2. Hormoénios produzidos pelas Células de Leydig

Testosterona: é o principal andrégeno testicular circulante, sendo sintetizado através

da estimulagao do LH (12), que aumenta o transporte e mobilizagao do colesterol na
via esteroidogénica, além de estimular a expressao génica e atividade das enzimas
dessa via (12). As etapas da esteroidogénese seguem o mesmo padrdo que na
sintese de andrégenos nas glandulas adrenais, a excegao da conversao da
androstenediona em testosterona pela enzima 17B-hidroxiesteroide

desidrogenase.tipo 3 (12). A testosterona se liga ao RA para executar suas agoes.
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Dihidrotestosterona (DHT): € um andrégeno formado a partir da conversdo da

testosterona pela enzima 5a-redutase tipo 2. (20,21). O horménio DHT se liga ao RA
e tem uma capacidade 10 vezes mais potente que a testosterona de induzir o sinal
nesse receptor (21). Esse horménio € necessario para o desenvolvimento da
genitalia externa nos fetos masculinos e pelo crescimento da pilificagdo corporal nos
puberdade e vida adulta (20).

INSL3: € um hormdnio peptidico heterodimérico, cujo gene possui apenas 2 éxons e
esta localizado em 16p14 (22). O receptor desse horménio é transcrito do gene
RXFP2 (RelaXin Family Peptide receptor 2) (22). O INSL3 esta relacionado com a
primeira fase de descida testicular no periodo intrauterino, principalmente entre a 122
e a 142 semana de gestacdo, quando seus valores maximos sao encontrados no
liquido amnidtico (10,11,22). As concentragdes desse horménio vao diminuindo até
os niveis minimos no final da gestacdo, mantendo-se assim até a puberdade,
quando volta a elevar-se a valores maiores no inicio da vida adulta (22).
Aparentemente, o INSL3 tem um papel na manutengédo da espermatogénese e sua
expressado € independente do mecanismo de retroalimentagdo do eixo gonadal-
hipofisario e apresentam uma minima variagao diurna (11,22). Devido a isso, sugere-
se que o INSL3 seja um marcador de fungdo de células de Leydig mais fidedigno

que a testosterona (11).

1.3. DISTURBIOS DA DIFERENCIACAO DO SEXO
1.3.1. Definicdo e Epidemiologia

As anomalias da determinagdo e diferenciacdo do sexo trazem consigo
graves implicagdes meédicas para o individuo e psicossociais tanto para ele quanto

para sua familia (9). Dessa maneira, um diagnostico precoce e preciso se faz
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necessario, principalmente nos casos em que esses disturbios se manifestam
clinicamente com um quadro de genitalia ambigua (9).

Até o ano de 2006, esses estados patoldgicos que causam anormalidades da
formagao sexual (especialmente a ambiguidade genital) eram conhecidos, de forma
geral, como intersexo, o que incluia suas variagbes, tais como pseudo-
hermafroditismo masculino, disgenesia gonadal, hermafroditismo verdadeiro e
pseudo-hermafroditismo feminino (23,24). Com o avango das técnicas de analise
molecular, foi possivel elucidar melhor a etiologia dessas alteragdes e, inclusive,
ampliar seu o espectro clinico (25). Sendo assim, em 2006, quando publicado o
Consenso de Chicago (25), organizado pela Lawson Wilkins Pediatric Endocrine
Society e a pela European Society for Paediatric Endocrinology, foi proposta a
mudanca da nomenclatura de intersexo para Disturbios da Diferenciacdo do Sexo
(DDS). Além disso, este foi definido como condigbes congénitas em que o
desenvolvimento cromossémico, gonadal ou anatbémico é atipico (25). Com isso,
foram incluidos ndo s6 as etiologias que causam genitalia ambigua, mas também
algumas causas de atraso puberal e de infertiidade (25), sendo este consenso
revisado em 2016 (26).

Analisando a etiologia dos DDS, o consenso propds uma subclassificagado
etioldgica levando em consideragao o caridtipo dos pacientes. Dessa maneira, os
individuos foram divididos em trés grupos: DDS por alteragdes de cromossomos

sexuais, DDS 46,XY e DDS 46,XX (Tabela 1) (25).
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Tabela 1: Classificagdo dos DDS segundo o Consenso de Chicago [adaptado de Lee e cols, 2006 (25)].

Alteracao de

Cromossomos sexuais

DDS 46,XY

DDS 46,XX

(A) 45,X - sindrome de Turner e variantes

(A) Disturbios do desenvolvimento gonadal

(A) Disturbios do desenvolvimento gonadal

(B ) 47,XXY - sindrome de Klinefelter e

variantes

1. Disgenesia gonadal completa

1. Disgenesia gonadal completa

(C) 45,X/46,XY - Disgenesia gonadal mista ou
DDS Ovotesticular

2. Disgenesia gonadal parcial

2. DDS ovotesticular

(D) 46,XX/46,XY — DDS ovotesticular

3. Sindrome de regressao testicular

3.DDS testicular

4. DDS ovotesticular

(B) Excesso de andrégenos (ovariano)

(B) Disturbios na sintese ou acéo dos

andrégenos (testicular)

1. Fetal (ex. deficiéncia da 21-OHase, deficiéncia da

11-OHase...)

1. Defeito na biossintese dos andrégenos
(ex.: deficiéncia da 173OH-esterdide
desidrogenase 3, deficiéncia da 5a-redutase

2, mutacdes na StaR...)

2. Fetoplacentaria (deficiéncia da aromatase

placentaria, deficiéncia da POR...)

2. Defeito na agéo androgénica (ITA, IPA)

3. Materno (tumor, exdgeno...)

3. Defeito no receptor de LH (hipoplasia ou

aplasia das calulas de Leydig)

(C) Outros: Extrofia da cloaca, atresia da vagina,

MURCS, outras sindromes...

4. Disturbios do HAM ou do seu receptor

(persisténcia dos ductos de Muller)

(C) Outros

DDS = Disturbio da Diferenciacao do Sexo; HAM = hormdnio anti-mulleriano; IPA = Insensibilidade Parcial aos Andrégenos;

ITA = Insensibilidade Total aos Andrégenos; MURCS = Mullerian duct aplasia + Unilateral Renal agenesis + Cervicothoracic Somite anomalies;
OHase = hidroxilase; POR = P450 oxido-redutase
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No que se refere a incidéncia desses disturbios, ndo ha dados claros,
entretanto, estima-se uma taxa de ambiguidade genital na ordem de 1 para 4.500 a
5.500 nascimentos (26). Entre os subgrupos que compdem os DDS, ha uma grande
variagao da incidéncia. A incidéncia entre os DDS por alteracdo de cromossomos
sexuais pode variar de aproximadamente 1 para 500 a 1.000 nascimentos na
Sindrome de Klinefelter e 1 para 2.000 na Sindrome de Turner até 1 para 100.000
no DDS ovotesticular (26). Ja os DDS 46,XY tém uma estimativa de incidéncia por
volta de 1 para 20.000 recém-nascidos (26). Por fim, os DDS 46,XX sado estimados
em 1 para 14.000 a 15.000 nascimentos (26).

No aspecto clinico dos DDS, em especial a ambiguidade genital, sempre teve
a avaliagdo propedéutica como o primeiro grande desafio do seu manejo. Os
primeiros esfor¢cos para normatizar essa abordagem comecgaram na década de 1950.
Destaca-se, nesse sentido, a criagao por Prader de uma escala para avaliagcéo
genital das meninas com Hiperplasia Adrenal Congénita (Figura 3A), assim como o0s
trabalhos de Wilkins e cols (em 1955 e 1960) para classificacdo e manejo do que na
época era definido como intersexo (23,24,27). Embora Wilkins e cols ja tivessem
conceituado em 1960, um relato mais completo do que deve ser considerado
ambiguidade genital foi dado a partir das noc¢des estabelecidas por Danish em 1982
(24,28). Em 1995, Quigley e cols (8), baseados na escala de Prader, elaboraram
uma escala para classificagdo da genitalia dos diversos graus de Insensibilidade

Androgénica, porém nao levava em consideragao a localizagao gonadal (Figura 3B).
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Figura 3: A. Escala de Prader para meninas com Hiperplasia Adrenal Congénita
[adaptado de White e Speiser, 2000 (29) e Prader e cols, 1954 (27)]. B. Escala de

Quigley pacientes com Sindrome de Insensibilidade aos Androgenos [adaptado de

Quigley e cols, 1995 (8)].

Somente em 2000, Ahmed e cols criaram a Escala de Masculinizagao Externa
(EMS) (Figura 4) cujo foco, ao contrario de Prader, eram os meninos com DDS, mas

que tornava a avaliagao genital mais abrangente, objetiva e completa (30).
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3 Sim Nao Normal
2 Distal
1,5 Labioescrotal | Labioescrotal
1 Inguinal Inguinal
0,5 Abdominal Abdominal
0 Nao Sim Ausente Ausente
Fusdo Micropénis Meato Gonada Gonada
Escrotal Uretral Direita Esquerda

Figura 4: Escore de Masculinizagao Externa (EMS) [adaptado de Ahmed e cols,

2000 (30) e 2016 (31)]. O valor para genitalia masculina normal é 12.

Sendo assim, com o advento do Consenso de 2006 e reforgcado pela sua
revisdo de 2016, a ambiguidade genital foi definida como a forma precoce de
apresentacao de DDS e que compreende os seguintes aspectos (25,26):

- Ambiguidade genital 6bvia

- Genitalia aparentemente feminina com aumento do clitéris, fusao labial posterior ou
massa em regido inguinal/labial

- Genitalia aparentemente masculina com criptorquidia bilateral, hipospadias perineal
isolada ou hipospadias leve com criptorquidia

- Historia familial de DDS

- Discordancia entre a aparéncia genital e o caridtipo pré-natal e/ou ultrassonografia

gestacional.
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Indo mais além, o consenso definiu as formas de apresentacao clinica tardia
dos DDS:
- Ambiguidade genital ndo reconhecida previamente
- Clitoromegalia progressiva
- Hérnia inguinal em mulher
- Puberdade atrasada ou incompleta
- Virilizag&o puberal progressiva em mulher
- Amenorréia primaria
- Desenvolvimento mamario em homem

- Hematuria ciclica ocasional ou franca em homem

Por fim, apenas na revisdo do consenso em 2016 é que foi incorporado
oficialmente o EMS para uso na pratica clinica da avaliagdo de pacientes com DDS,
embora ja estivesse recomendado seu uso nos guias da Sociedade de

Endocrinologia do Reino Unido para manejo dos DDS (25,26,31,32).

1.3.2. Avaliagao Diagnostica e Manejo

A avaliagdo de um paciente com suspeita de DDS comegca com uma
anamnese completa (envolvendo dados pré-natais, maternos e familiares) e um
exame fisico minucioso. Neste ultimo deve-se atentar a antropometria, a presenca
de dismorfismos e, principalmente, a avaliacdo detalhada da genitalia levando em
consideragao os seguintes itens: presenca e localizagcdo de gbnadas palpaveis,
medida do tamanho e diametro do falo, localizagao da abertura uretral, presencga de
fusdo e pigmentagdo das saliéncias labioescrotais (26,31). Usando o EMS na

avaliacdo genital, valores menores que 11 devem ser investigados (31). Nos
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pacientes adolescentes, a avaliagao global do desenvolvimento puberal é obrigatoria
(26,31).

Uma vez cumprida essa etapa semioldgica fundamental, faz-se necessario
seqguir a investigacdo com exames complementares. A primeira linha de exames,
incluem a dosagem de 17-OH-progesterona e eletrdlitos (principalmente nos recém-
nascidos sem gbnadas palpaveis, afim de descartar a Hiperplasia Adrenal
Congénita, especialmente a forma perdedora de sal), andrégenos (principalmente
Testosterona e DHT), HAM e gonadotrofinas (FSH e LH) (26,31). Tudo isso em
conjunto com exames para definicdo dos sexo genético (por exemplo, Cariétipo) e
Ultrassom Pélvico (26,31).

As dosagens hormonais de andrégenos, gonadotrofinas e HAM séao
importantes para avaliacdo da presenca e funcionamento gonadal, principalmente no
que se refere ao tecido testicular (26). No entanto, no que se refere aos dois
primeiros, ha uma janela de oportunidade especifica para sua dosagem basal, que
seria o periodo da minipuberdade (nos primeiros 30 a 100 dias de vida no caso dos
meninos) e a partir da puberdade (26,33). Fora desta janela, as concentragdes
basais das gonadotrofinas sdo indetectaveis e apenas as dosagens de androgenos
sédo possiveis através do teste de estimulo com BhCG (31). J&a o HAM, tem a
vantagem de apresentar concentragdes basais altas até a puberdade, facilitando sua
dosagem na infancia (34).

Uma vez definido o sexo de criagdo (no caso principalmente dos recém-
nascidos), deve-se realizar a corregcao cirurgica da genitalia conforme a decisao.
Esta, em geral, pode ser dividida em 4 componentes basicos: a) cirurgia do tubérculo

genital (clitoroplastia, corregao de hipospadia), b) manejo das estruturas Mullerianas
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(remocao delas, dilatagdo vaginal), c) cirurgia das gbnadas (remocéo, biopsia) e d)
readaptacao do perineo (perineoplastia) (26).

Reposicdo hormonal também faz parte da terapéutica de alguns casos de
DDS. Nos pacientes com Hiperplasia Adrenal Congénita, reposicdo de
glicocorticéides e, nos perdedores de sal, de mineralocorticoides, se faz
indispensavel. No que se refere aos pacientes com funcionamento gonadal
inadequado ou gonadectomizados, a reposicdo de esterdides sexuais se faz
necessaria na puberdade e na vida adulta (26). A indugdo da puberdade nas
meninas deve ser realizada entre os 10 e 12 anos e ha uma tendéncia ao uso de
estradiol, com o uso, apds 1 a 3 do inicio da indugao, de progestagenos para facilitar
a menstruacado nas pacientes que possuem utero (26). Ja nos meninos, o ideal da
inducéo puberal € entre 11 e 13 anos e preconiza-se o0 uso de testosterona injetavel

(26).

1.4. DISTURBIOS DA DIFERENCIACAO DO SEXO 46,XY COM PRODUCAO
NORMAL DE TESTOSTERONA

Quando se foca especificamente naqueles diagnésticos dos DDS 46,XY, os
quais a produgao testicular de testosterona esta dentro do normal, encontra-se trés
diagnosticos etiologicos. Dessas etiologias, conforme a classificacdo estabelecida
pelo Consenso de 2006, duas estdo inseridas na subdivisdo dos Disturbios da
Sintese ou Acao Androgénica: a Sindrome da Insensibilidade aos Andrégenos, que
€ um disturbio da acdo dos androgenos, e a Deficiéncia da 5a-redutase tipo 2
(D5AR2), que é um disturbio da sintese androgénica (25). O terceiro diagnéstico

etiolégico refere-se aos DDS 46,XY com producdo normal de testosterona que nao
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sdo classificados nestes dois subgrupos e que sédo chamados por alguns autores de

idiopaticos.

Sindrome da Insensibilidade aos Androgenos: € uma disfungédo do RA, cujo gene

(AR = Androgen Receptor) € de coépia unica e esta localizado em Xq11-12 e
apresenta 8 éxons (8,35). Essa alteracao funcional do RA acarreta uma sindrome de
resisténcia hormonal. O espectro fenotipico desta condicéo é variavel e depende do
quanto resta de funcao residual desse receptor. Sendo assim € classificada como:
Completa (ITA), quando ndo ha fungcdo do receptor e apresenta-se com fendtipo
feminino (normalmente com amenorréia primaria na adolescéncia ou com gbénadas
palpaveis em paciente com genitalia externa feminina ou com discordancia entre o
sexo genético pré-natal e o fenotipico pds-natal); Parcial (IPA), cuja apresentacao
clinica pode variar de uma genitalia externa quase feminina até uma genitalia
masculina quase normal; ou Leve (ILA), normalmente com genitalia masculina
normal e presenga de ginecomastia na puberdade e/ou infertilidade na vida adulta
(35). Pilificacdo pubiana escassa assim como ginecomastia s&o achados comuns
aos variados graus de insensibilidade (36). A genitalia interna varia de ausente na
ITA a masculina na IPA e ILA (36). E uma doenca de heranca recessiva ligada ao X
sendo frequente a presencga de casos familiares pelo lado materno (36). Individuos
com esse disturbio normalmente apresentam concentragdes na faixa de normal para
alta de testosterona e aumentadas de LH, tanto no periodo neonatal conhecido

como minipuberdade quanto na puberdade propriamente dita (36).

Deficiéncia da enzima 5a-redutase tipo 2 (D5AR2): € uma doenca de heranca

autossbmica recessiva que altera a conversdo da testosterona em DHT, seu
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metabdlito mais ativo, essencial para desenvolvimento da genitalia masculina
durante a embriogénese, principalmente no que se refere a genitalia externa e a
prostata (37-39).0 gene da enzima 5a-redutase tipo 2 € o SRD5A2, que se localiza
em 2p23 e apresenta 5 éxons (37). Esse disturbio apresenta um espectro clinico
amplo de ambiguidade genital, a depender da quantidade residual de atividade
enzimatica, abrangendo desde uma genitalia quase feminina com clitoromegalia até
uma genitalia masculina apresentando micropénis isolado ou associado com
diferentes graus de hipospadia (37,38). Na puberdade, esses pacientes apresentam
virilizagdo esponténea ja que a testosterona € o hormdnio essencial nessa fase e,
diferentemente da Insensibilidade aos Andrégenos, raramente apresentam
ginecomastia na adolescéncia (20,37,38). Normalmente, pacientes com esse
diagnostico apresentam pouca pilificagdo facial e corporal na vida adulta, mas
normal na genitalia, e ndo ha relatos de calvicie de padrdao masculino (20). O
diagndstico pode ser feito com a apresentagéo clinica acima descrita associada a
uma relagdo entre testosterona e DHT maior que 30. No entanto, valores menores
nessa relacdo nao excluem o diagndstico, com a analise molecular do SRD5A2
sendo necessaria principalmente nos recém-nascidos com ambiguidade genital,
caridtipo 46,XY e produgdo normal de testosterona (20). Este diagndstico é
fundamental, pois a opcdo de criagdo pelo sexo masculino nestes casos esta
indicada devido a grande frequéncia de mudanca de sexo de feminino para
masculino na puberdade nos pacientes criados no sexo feminino (26). A prevaléncia
na populacao geral ainda é desconhecida (20), no entanto, em algumas localidades,
como Republica Dominicana, Libano e Papua Nova Guiné apresentam prevaléncia

alta, principalmente devido a casamentos consanguineos (20).
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DDS 46,XY idiopaticos: apesar do avango nas pesquisas na area, ainda 25% dos

DDS 46,XY sao considerados idiopaticos. Isso se deve, provavelmente, ao
desconhecimento ainda de alguns genes relacionados a complexa cascata de
diferenciagdo sexual masculina ou a efeitos ambientais na diferenciagdo sexual. Nos
ultimos anos, trabalhos tém demonstrado uma possivel associagdo de alguns
desses casos com restrigdo do crescimento intrauterino (40—43). Clinicamente, os
casos idiopaticos geralmente se apresentam com ambiguidade genital, com variados

graus de hipospadia, podendo estar associado ou ndo com criptorquidia (9).
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2. JUSTIFICATIVA

A diferenciagdo sexual masculina normal envolve um maior numero de
eventos geneticamente determinados que a feminina, sendo assim, as
ambiguidades genitais com caridtipo 46,XY apresentam uma maior complexidade
para uma definic&do etioldgica.

Entre as principais etiologias de ambiguidade genital com cari6tipo 46,XY, as
IPA podem apresentar quadro clinico indistinguivel das demais causas, em especial
da D5AR2. Isso ocorre, principalmente, na falta de casos semelhantes na familia ou
historico de consanguinidade entre os pais, quando n&o se pode avaliar o padrao de
herancga, e, antes da puberdade, na auséncia de ginecomastia (presente nas IPA) ou
de virilizagao (presente na D5AR2).

A virilizagdo durante a puberdade e a frequente mudanca da identificagao
psicossocial dos pacientes com D5AR2, nao gonadectomizados antes da
puberdade, diferentemente dos casos com IPA, reforcam a importdncia do
diagnostico precoce para escolha do sexo de criagao.

O diagndstico da D5AR2, assim como das IPA, somente € confirmado com a
identificacdo da alteragdo molecular no gene especifico, que é um recurso
dispendioso e restrito a poucos centros. As alteracbes hormonais encontradas, que
servem como triagem, sao o aumento da relagao entre testosterona e DHT basal ou
pos-estimulo com BhCG, que nem sempre é observado; a dosagem urinaria
diminuida de metabdlitos 5a-reduzidos; e a quantificacdo da atividade da 5a-
redutase em cultura de fibroblastos de pele da regido genital, que apesar de mais

especificas, e de alto custo sao de dificil realizagao.



40

A avaliagdo do HAM tem se mostrado de grande auxilio na avaliagédo de
pacientes com ambiguidade genital, sendo encontrados valores elevados nos casos
de insensibilidade androgénica, em especial, nas formas completas e em pacientes
recém-nascidos ou na puberdade (44-46). Ja em pacientes com D5AR2, foram
relatados apenas dois estudos anteriores do nosso grupo nos quais pacientes com
esta doencga apresentaram valores de HAM abaixo da média, podendo indicar que a
testosterona ndo necessita ser metabolizada em DHT para modular a secreg¢ao de
HAM pelas células de Sertoli (47,48).

Dessa forma, o HAM surge como uma ferramenta diagnodstica bastante
interessante, ja que sua dosagem basal € possivel nos primeiros anos de vida,
quando a apresentagao clinica € bastante semelhante entre os diagnosticos acima
citados. No entanto, outros marcadores de células de Leydig e de Sertoli ndo foram
avaliados neste grupo de pacientes com ambiguidade genital, caridtipo 46,XY e
producdo normal de testosterona para auxiliar no diagndstico precoce diferencial
etiologico.

Portanto, a realizagdo de um estudo que avalie e compare todos os demais
marcadores de células de Leydig e de Sertoli no ambito dos DDS 46 XY com
produgcdo normal de testosterona seria interessante. Isso porque pode trazer
informacdes uteis para auxiliar no diagndstico diferencial ou mesmo para ajudar a

otimizar o uso de recursos de biologia molecular.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar a fungdo das células de Leydig e de Sertoli em pacientes com

ambiguidade genital, cariotipo 46,XY e produgdo normal de testosterona.

3.2. ESPECIFICOS

1,
a)

b)

Comparar os individuos com IPA, D5AR2 e idiopaticos entre si em relagao a:
Apresentacgao clinica

Concentragao sérica de testosterona, DHT, T/DHT e INSL3 (funcéo de células
de Leydig)

Concentragao sérica de HAM e inibina B (funcéo de células de Sertoli)

Concentragdes séricas de gonadotrofinas (LH e FSH)

Comparar os individuos com IPA, D5AR2 e idiopaticos entre si e estes com
individuos controles normais quanto as concentragdes séricas de:

HAM

Inibina B

INSL3

Avaliar a interferéncia da idade ou da puberdade nas concentragdes séricas
hormonais entre os individuos com IPA, DSAR2 e idiopaticos entre si e com

os controles.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. CASUISTICA

Os casos foram recrutados a partir de um grupo de mais de 400 casos com
ambiguidade genital acompanhados ha mais de 20 anos no Ambulatério do Grupo
Interdisciplinar de Estudos da Determinacéao e Diferenciagcao do Sexo (GIEDDS) e do
Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica, ambos do Hospital de Clinicas (HC) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (49). Os pacientes incluidos nesse
grupo deveriam apresentar gbnadas palpaveis (em regiao escrotal e/ou inguinal,
bilateralmente) e ter um dos diagndsticos a seguir: IPA, D5AR2 e idiopatico. Todos
eles ja haviam sido avaliados ao diagnostico e apresentavam produgdo normal de
testosterona. Nao foram incluidos os pacientes que apresentaram mutagédo no gene
NR5AT1.

Para o grupo controle foram recrutados individuos do sexo masculino, com
idades entre 3 meses e 40 anos completos, entre pacientes do HC — UNICAMP,
alunos da pos-graduacgédo da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) — UNICAMP,

além de familiares destes, que respeitassem os seguintes critérios:

Critério de Inclusdo

Individuos do sexo masculino sem fatores ou doencas que acarretassem
alteracao na fungao testicular.

Critérios de Exclusdo

- Peso de nascimento menor 25009
- Histdria prévia de ambiguidade genital

- Histdria prévia de hipospadia ou varicocele ou criptorquidia uni ou blilateral
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- Ter apresentado processos infecciosos de qualquer ordem nos testiculos
- Ter tido lesdo traumatica moderada a grave nos testiculos

- Ter historia de neoplasia testicular

- Ter historia de doenca adrenal

- Estar usando medicagdes que alterem a funcgéo testicular ou o eixo gonadal

As informagdes referentes aos critérios de inclusdo e exclusdo do grupo
controle foram obtidas por meio de inquérito na hora do recrutamento e caso o
individuo apresentasse duvida quanto a informacéo ou n&o a soubesse, ele ndo era

incluido.

4.2. ETICA E DELINEAMENTO

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
UNICAMP. O termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido dos pacientes
e/ou dos responsaveis legais (nos menores de 18 anos) tanto para o grupo de casos
quanto dos controles de acordo com as normas do CEP (Parecer CEP 434/2006)
(Apéndice).

Delineamento: Estudo transversal com componente histérico (coorte).

4.3. AVALICAO CLINICA
Os dados do grupo de casos foram coletados de duas formas:
a) No momento do recrutamento para o estudo, por meio de uma consulta
clinica e incluiu:

- Idade (em meses)
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- Peso (em quilogramas) [transformado em escore z segundo NCHS 2000
(50)]

- Estatura (em centimetros) [transformado em escore z segundo NCHS 2000
(50)]

- indice de Massa Corporal (IMC) (em kg/m?) [transformado em escore z
segundo NCHS 2000 (50)]

Os escores z de todas estas medidas foram calculados utilizando o programa
SISCRES (Morcillo AM, Lemos-Marini SHV. SISCRES - Sistema de analise do
crescimento. Versao Windows, 2002.)

- Puberdade (classificados pré-pubere ou pubere)

b) Pesquisa do histérico médico do paciente no arquivo do Departamento de
Genética da FCM — UNICAMP e avaliagdo do prontuario médico do paciente
no HC - UNICAMP, tendo sido incluido:

- Idade ao diagndstico (em meses)

- Peso de nascimento (em gramas)

- Comprimento ao nascimento (em centimetros)

- Idade gestacional (em semanas e dias)

- Histdria familial de ambiguidade genital (sim ou n&o)

- Consanguinidade entre os pais (sim ou nao)

- Localizacdo da abertura uretral ao diagndéstico (normal, distal, medial ou
proximal)

- Grau de fusao das saliéncias labioescrotais ao diagndstico (sim ou nao)

- Localizagao das gbnadas ao diagnéstico (escrotal ou inguinal)
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- Presencga ou n&o de micropénis ao diagnostico de acordo com Gabrich e
cols (51)

- Classificagao da genitalia externa de acordo com o EMS (30)

4.4. AVALIACAO CITOGENETICA
Os cariotipos foram realizados no Laboratério de Citogenética da FCM da
UNICAMP com contagem minima de 32 metafases. Somente foram incluidos nesse

estudo pacientes com cariotipo homogéneo 46,XY.

4.5. AVALIACAO HORMONAL

Todos os pacientes pré-puberes foram submetidos a uma nova avaliagdo com
teste de estimulo com BhCG (1.500 Ul/dia por 3 dias consecutivos, IM) e dosagens
basais de LH, FSH, testosterona, DHT, HAM, Inibina B e INSL3 e dosagem 24 horas
apoés a ultima aplicagcao do BhCG de testosterona e DHT. A coleta das amostras de
sangue foi feita por pungdo em veia periférica no periodo da manha. Uma vez
coletado o sangue, a amostra de soro foi extraida através da centrifugagcéo a 2000 x
g por 10 minutos, sendo o soro estocado a -20°C até a analise. Todas as dosagens
hormonais de gonadotrofinas e de androgenos foram realizadas no Laboratorio de
Fisiologia do HC - UNICAMP. Foram considerados pacientes com produ¢ao normal
de testosterona, aqueles que apresentaram um aumento da testosterona total apds
o estimulo de 1,5 ng/mL em relagcdo ao valor basal. As dosagens de DHT, HAM e
Inibina B foram realizadas no Laboratério de Investigacdo em Metabolismo e
Diabetes (LIMED) - UNICAMP. Nos pacientes puberes e adultos, foram realizadas
apenas dosagens basais. Todos os ensaios foram realizados conforme as instrugées

dos fabricantes.
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LH: Eletroquimioluminescéncia (Roche Elecsys 2010), limite de detecgao de
0,1 a 200 UI/L. Os valores normais basais para o sexo masculino no Laboratério de
Fisiologia do HC — UNICAMP séao pré-puberes de menor que 0,2 Ul/L e puberes de
0,3 a 8,6 UI/L.

ESH: Eletroquimioluminescéncia (Roche Elecsys 2010), limite de deteccao de
0,1 a 200 UI/L. Os valores normais basais para o sexo masculino no Laboratério de
Fisiologia do HC - UNICAMP sao pré-puberes de 0,2 a 3,8 UI/L e puberes de 1,5 a
12,4 UI/L.

Testosterona: Eletroquimioluminescéncia (Roche Elecsys 2010), limite de

deteccao de 0,02 a 15 ng/mL. Os valores normais basais para o sexo masculino no
Laboratério de Fisiologia do HC - UNICAMP sao pré-puberes de 0,02 a 0,7 ng/mL e
puberes de 2,2 a 15 ng/mL, e pés-estimulo maior que 1,5 ng/mL.

DHT: enzimaimunoensaio (ELISA DIAsource). O limite de deteccdo de 6,0
pg/mL. Os valores normais basais para o sexo masculino sdo de 250 a 990 pg/mL
segundo o fabricante.

HAM: enzimaimunoensaio (AMH Gen Il ELISA da Beckman-Coulter). O limite
de sensibilidade deste ensaio ndo € especificado na bula do kit (7,14 pMol/L = 1
ng/mL). Valores de normalidade nao sao fornecidos pelo fabricante.

Inibina B: enzimaimunoensaio (Inhibin B ELISA RUO da AnshLabs). O limite
de sensibilidade deste ensaio é de 1,6 pg/ml. Valores de normalidade ndo sao
fornecidos pelo fabricante.

INSL3: enzimaimunoensaio (ELISA Insulin Like Protein 3 da Cloud-Clone
Corp). O limite de sensibilidade deste ensaio € de 0,058 ng/ml. Valores de

normalidade nao sao fornecidos pelo fabricante.
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4.6. AVALIACAO MOLECULAR

Todos os casos foram submetidos a analise dos genes SRD5A2 e AR.
Aqueles individuos nos quais nao foram identificadas mutagées em nenhum desses
dois genes foram entdo submetidos a analise do gene NR5A1. Os pacientes que
apresentaram mutacao nesse gene nao foram incluidos nesse estudo.

As avaliagbes moleculares dos genes SRD5A2, AR e NR5A1 seguiram o
seguinte método de estudo:

Extracdo do DNA gendmico de leucécitos provenientes de 10 a 15 mL de
sangue periférico coletado com EDTA 10%, seguiu o método descrito por De Araujo

e cols. (52)

- Avaliacdo molecular do gene SRD5A2: o gene SRD5A2 é composto por 5

éxons que sao amplificados pela PCR e sequenciados pelo método de terminagao
de sintese de cadeia usando didesoxinucleotideos, conhecido por método de
Sanger. Os 5 éxons aqui denominados 1, 2, 3, 4 e 5 possuem, respectivamente,
369, 243, 203, 238 e 171 pares de base (pb). Para cada éxon foi utilizado um par de
“primers” (sense e anti-sense), desenhados para incluir cerca de 200 pb flanqueando

cada éxon, tomando por base as sequéncias descritas por Katz e cols. (53).

- Avaliacdo molecular do gene do receptor de andrégenos (AR): o método

consistiu de amplificacbes dos 8 exons do gene do RA pela técnica de PCR
utilizando-se os primers descritos em Lubahn e cols. (54), com algumas

modificagdes.

- Avaliacdo molecular do gene NR5A1: a amplificacdo dos 7 éxons e das
regides nao traduzidas 5 e 3’ flanqueando o gene foi feita por PCR usando primers

especificos projetados com base na sequéncia normal do gene conforme descrito
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por Fabbri e cols. (55), a partir de amostras de DNA gendmico dos pacientes

selecionados para estudo, seguida do sequenciamento dos fragmentos.

- Os produtos de PCR contendo os éxons de cada gene foram purificados
utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega). Apés a
purificacdo as amostras foram quantificadas no equipamento Nanodrop 8000 - Multi-
Sample Micro-Volume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) para
posterior sequenciamento. Para as reagdes de sequenciamento foi utilizado o kit
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit 3.1 Ready Reaction (ABI PRISM/ Life
Technologies, USA) e as leituras das sequéncias foram feitas nos sequenciadores
ABI PRISM® 3100 ou 3500xL Genetic Analyzer (ABlI PRISM/Life Technologies,

USA).

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas analises estatisticas descritivas dos dados, com calculo de
freqiéncias (em numero absoluto e percentagem), com apresentacdo de alguns
resultados em forma de tabelas.

Para verificar a normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk,
como grande parte dos dados nao apresentaram distribuicdo normal foi optada pela
analise por testes ndo paramétricos. Para a comparagao das variaveis entre dois
grupos (casos versus controles e pré-pubere versus pubere) foi utilizado o teste para
amostras independentes de Mann-Whitney. Para as comparagdes entre grupos de
acordo com os diagnédsticos (IPA, D5AR2 e idiopatico) foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagbes multiplas com o ajuste de

Bonferroni, para localizar as diferengas entres os grupos, quando necessario. O
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coeficiente de correlagdo de Spearman foi utilizado para verificar a correlagao entre
as variaveis.
Os dados foram analisados utilizando o software SPSS, versédo 16. O nivel

de significancia adotado foi de 5% (p<0,05)
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5. RESULTADOS

Foram incluidos 35 pacientes, sendo 8 com IPA (5 pré-puberes e 3 puberes),
8 com D5AR2 (3 pré-puberes e 5 puberes) e 19 idiopaticos (13 pré-puberes e 6
puberes). Também foram incluidos 42 individuos controles com idade 123 + 126
meses (média + desvio-padrao) (mediana = 138 meses, minimo = 3meses e maximo
= 408 meses). A idade (meses) na avaliagdo atual ndo foi estatisticamente diferente
entre o grupo casos e controles (teste de Mann-Whitney; p = 0,595).

Foi observada diferenga estatisticamente significativa (teste de Kruskal-Wallis)
apenas no peso atual (z escore) (p = 0,003) e na estatura (z escore) (p = 0,024), em
ambos, sendo menor no grupo idiopatico em relagdo ao grupo IPA, e no
comprimento ao nascimento (g) (p = 0,030) sendo também menor no grupo
idiopatico mas em relagdo ao grupo com D5AR2. Nao foi observada diferencga
estatistica (teste de Kruskal-Wallis) entre os trés subgrupos de diagnéstico etiolégico
em relacado a idade (meses) na avaliagao atual (p = 0,509), peso (kg) (p = 0,260),
estatura (cm) (p = 0,257), IMC (Kg/m?) (p = 0,084), IMC (z escore) (p = 0,375), EMS
inicial (p = 0,057), peso de nascimento (g) (p = 0,142), FSH (UI/L) (p = 0,320), LH
(UI'L) (p = 0,169), testosterona (ng/mL) (p = 0,122), DHT (pg/mL) (p = 0,485),
relacdo entre testosterona e DHT (p = 0,989). Os dados clinicos do grupo casos

estao resumidos na Tabela 2.



Tabela 2: Dados gerais clinicos e laboratoriais dos 35 casos de DDS 46,XY com ambiguidade genital.
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IPA (n=8) D5AR2 (n= 8) Idiopatico (n = 19)

Mediana | Minimo | Maximo | Mediana | Minimo | Maximo | Mediana | Minimo Maximo
Idade (meses) 92 46 430 196 5 469 98 9 217
Peso (Kg) 29 16 91 54 9 90 27 7 65
Estatura (cm) 130 102 169 168 68 180 129 68 169
IMC (Kg/m?) 16,6 15,3 32,0 19,6 18,0 27,6 16,3 12,3 245
Peso (z escore) 1,5 -0,02 24 1,0 -1,5 1,5 -0,2 -3,1 1,4
Estatura (z escore) 04 -0,9 2,6 0,6 -1,3 1,0 -0,9 -3,1 0,9
IMC (z escore) 0,4 -1,2 3,0 1,0 -0,9 1,5 0,3 -3,6 1,3
EMS 6 5 9 4 2 9 6 5 9
Peso nascimento (g) 2910 1510 3950 2900 1500 3500 2290 700 3600
Comprimento nascimento (cm) 46 42 52 49 43 53 44 31 49
FSH (UI/L) 1,48 0,67 6,44 7,60 0,25 35,07 0,96 0,42 16,28
LH (UI/L) 0,15 0,10 14,71 6,22 0,10 16,93 0,14 0,10 6,17
Testosterona (ng/mL) 2,09 1,51 8,72 5,08 1,83 10,97 3,18 1,53 7,79
DHT (pg/mL) 103,10 52,70 674,40 362,65 37,60 | 1652,20 | 148,10 25,90 1454,80
T/DHT 21,0 75 30,0 14,7 6,6 54,0 19,8 2,5 59,1

IPA = Insensibilidade Parcial aos Andrégenos; D5AR2 = Deficiéncia de 5a-redutase tipo 2; IMC Indice de Massa Corporal;

EMS = External Masculinisation Score; T = testosterona; DHT = Dihidrotestosterona
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O HAM foi avaliado em todos os individuos incluidos nesse estudo (casos e
controles). As concentragbes séricas de HAM foram significativamente menores no
grupo total de casos quando comparado com o grupo controle (p = 0,031) (Tabela
3). No entanto, quando comparados os subgrupos de casos separadamente com o
grupo controle e entre si, ndo foram encontradas diferengas significativas para as
concentracdes sericas do HAM. Esta mostrou-se inversamente proporcional a idade,
com uma correlagdo moderada, tanto no grupo total de casos (r = -0,68; p < 0,0001)
como no grupo controle (r = -0,83; p < 0,0001). Quando analisados os subgrupos de
casos separadamente, essa correlacdo com a idade mostrou-se forte nos casos de
D5AR2 (r = -0,95; p < 0,0001), moderada nos idiopaticos (r =-0,71; p = 0,001) e ndo
apresentou correlagéo significativa nos casos de IPA (r = -0,33; p = 0,420). Além
disso, HAM e Inibina B apresentaram correlagdo positiva entre si somente no
subgrupo dos idiopaticos (r = 0,56; p = 0,039), o que refletiu consequentemente em
uma correlagao positiva entre esses dois hormonios no grupo de casos (r = 0,55; p =
0,002), porém os subgrupos D5AR2 (r = 0,061; p = 0,148) e IPA (r = 0,19; p = 0,651)
nao mostraram essa correlagao.

N&o foi possivel avaliar a inibina B em um paciente com D5AR2 (idade de 27
anos e 10 meses) e em cinco pacientes do subgrupo idiopatico (idades de 1 ano e 5
meses; 6 anos e 6 meses; 7 anos e 3 meses; 8 anos e 2 meses € 8 anos e 4
meses). Todos os pacientes com IPA e os individuos do grupo controle tiveram a
inibina B avaliada. Quando realizada a comparagao entre os grupos, a inibina B
mostrou-se significativamente menor no grupo total de casos em comparagao com o
grupo controle (p < 0,001) (Tabela 3). Além disso, quando os casos foram divididos
conforme o diagndstico e os subgrupos comparados entre si e com o grupo controle,

foram encontrados valores significativamente menores no subgrupo com D5AR2
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quando comparados com IPA e idiopaticos, e nos idiopaticos quando estes foram
comparados, individualmente, com o grupo controle. Estes achados foram
confirmados pelo teste de comparagdes multiplas ajustado de Bonferroni (Tabela 4).
Nas demais comparagdes ndo foram encontradas diferengas significativas. A inibina
B nado apresentou correlagdo com a idade, nem nos casos, nem nos controles.
Conforme descrito acima, apresentou correlacdo positiva com o HAM apenas nos
casos idiopaticos

N&o foi possivel avaliar o INSL3 em um paciente com D5AR2 (idade de 18
anos), em dois pacientes do subgrupo idiopatico (idades de 8 anos e 4 meses e 18
anos e 1 més) e 11 controles (idades de 10 meses; 11 meses; 1 ano e 7 meses; 2
anos e 1 més; 2 anos e 10 meses; 8 anos e 3 meses e 14 anos e 1 més, 14 anos e
10 meses; 28 anos, 29 anos e 34 anos). Todos os pacientes com IPA tiveram o
INSL3 avaliado. Quando foram feitos os cruzamentos entre os subgrupos entre si e
com o grupo controle, foram encontrados valores maiores no subgrupo D5AR2 e
também no subgrupo IPA quando estes foram comparados, cada um, com os
controles. No entanto, essas diferencas ndo se confirmaram quando foi realizado o
teste de Bonferroni (Tabela 4). Assim como a Inibina B, o INSL3 n&o apresentou
correlacdo significativa com a idade em nenhum dos grupos analisados. Este
hormdnio também n&o apresentou correlagdo nem com a Inibina B, nem com o
HAM. Na comparacgao entre os grupos, os valores de INSL3 foram significativamente
maiores no grupo total de casos quando comparado com os controles (p = 0,003)

(Tabela 3).



Tabela 3: Comparacio das concentragdes séricas de horménio anti-mulleriano, inibina B e INSL3 entre os casos e os controles,

entre os trés hormaonios e por idade.
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Casos

N Média Desvio-Padrao Mediana | Intervalo Interquartil | Minimo Maximo
Idade (meses) 35 | 143,60 116,89 100,00 135,00 9,00 469,00
HAM (pMol/L) 35 | 176,98 109,83 243,51* 228,52 8,96 295,85
Inibina B (pg/mL) 29 98,49 88,85 65,14** 106,86 14,18 381,37
INSL3 (ng/mL) 32 0,46 0,56 0,35 *** 0,03 0,33 3,51

Controles

N Média DP Mediana |[e] Min Max
Idade (meses) 42 | 137,67 125,86 123,00 162,25 3,00 408,00
HAM (pMol/L) 42 | 215,21 154,16 292,90* 314,07 20,06 420,55
Inibina B (pg/mL) 42 | 213,59 176,97 151,59** 149,86 57,11 926,84
INSL3 (ng/mL) 31 0,30 0,23 0,21 0,26 0,10 1,04

HAM = Hormonio Anti-Mulleriano; INSL3 = INSulin-Like 3;

*Diferenca significativa (valores menores) em relagao ao grupo controle (Mann-Whitney; p<0,001);

**Diferenca significativa (valores menores) em relagéo ao grupo controle (Mann-Whitney; p=0,003);

*** Diferencga significativa (valores maiores) em relagdo ao grupo controle (Mann-Whitney; p=0,031)



Tabela 4: Comparagao de hormdnio anti-mulleriano, inibina B e INSL3 entre os subgrupos de casos, com os controles, entre os

trés hormonios e por idade.
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Insensibilidade Parcial aos Androgenos

N Média Desvio-Padrao Mediana Intervalo Interquartil Minimo Maximo
Idade (meses) 8 159,88 155,29 92,00 267,75 46,00 430,00
HAM (pMol/L) 8 225,76 76,08 261,50 112,37 84,93 295,85
Inibina B (pg/mL) 8 131,70 87,54 93,49 156,59 34,75 269,55
INSL3 (ng/mL) 8 0,37 0,02 0,36 0,04 0,34 0,41

Deficiéncia 5a-redutase tipo 2

N Média Desvio-Padrao Mediana Intervalo Interquartil Minimo Maximo
Idade (meses) 8 210,13 151,12 196,50 259,50 37,00 469,00
HAM (pMol/L) 8 126,87 127,42 42,05 243,15 26,60 293,20
Inibina B (pg/mL) 7 103,78 127,85 50,70* 101,41 19,70 381,37
INSL3 (ng/mL) 7 0,37 0,03 0,35 0,05 0,35 0,42

Idiopatico

N Média Desvio-Padrao Mediana Intervalo Interquartil Minimo Maximo
Idade (meses) 19 108,74 64,67 98,00 113,00 9,00 217,00
HAM (pMol/L) 19 177,55 109,75 247,04 210,84 8,96 284,64
Inibina B (pg/mL) 14 76,86 64,30 59,52** 81,89 14,18 237,53
INSL3 (ng/mL) 17 0,54 0,77 0,35 0,02 0,33 3,51

Grupo Controle

N Média Desvio-Padrao Mediana Intervalo Interquartil Minimo Maximo
Idade (meses) 42 137,67 125,86 123,00 162,25 3,00 408,00
HAM (pMol/L) 42 215,21 154,16 292,90 314,04 20,06 420,55
Inibina B (pg/mL) 42 213,59 176,97 151,59 149,86 57,11 926,84
INSL3 31 0,30 0,23 0,21 0,26 0,10 1,04

HAM = Hormonio Anti-Milleriano; INSL3 = INSulin-Like 3; *Diferente do grupo controle (Post hoc ajustado de Bonferroni; p=0,045);

“Diferente do grupo controle (Post hoc ajustado de Bonferroni; p=0,001)
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A Tabela 5 apresenta as concentragdes séricas hormonais separadas por
subgrupo diagndstico e pela presenga ou ndo de puberdade. Nos pacientes sem
puberdade, nenhum horménio apresentou diferenca estatistica (teste de Kruskal-
Wallis, p > 0,05) na comparacgao entre os trés subgrupos de diagndstico etiologico.
No entanto, nos pacientes puberes, tanto a inibina B (teste de Kruskal-Wallis, p =
0,040) como o HAM (teste de Kruskal-Wallis, p = 0,036) apresentaram
concentragdes séricas significativamente maiores nos pacientes com IPA em relagao
aos D5ARS52 e idiopaticos. Quando avaliada a influéncia da puberdade dentro do
mesmo grupo etiologico, observou-se: nos pacientes com IPA valores
significativamente maiores de LH e inibina B nos puberes; nos pacientes com
D5AR2 valores significativamente maiores de LH, FSH e DHT nos puberes e
menores da relagdo entre testosterona e DHT e HAM; o mesmo ocorrendo nos

idiopaticos.
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Tabela 5: Comparacao dos dados laboratoriais entre os trés subgrupos de casos de acordo com a presencga ou nao de puberdade.

Insensibilidade Parcial aos Andrégenos

Deficiéncia de 5a-redutase tipo 2 Idiopatico
Puberdade
Sim (n=3) Nao (n=5) p Sim (n=5) Nao (n=3) p Sim (n=6) Nao (n=13) p
LH (UI/L) 7,65 + 3,76 0,10 £ 0,02 0,036* 11,03 £ 2,07 0,10 £ 0,30 0,036* 4,52 + 0,61 0,10 £ 0,39 0,001*
FSH (UI/L) 1,91+ 1,57 1,16 £ 0,22 0,143 14,05+ 5,18 0,91+ 0,39 0,036* 9,19+ 2,48 0,88 + 0,60 0,001*
Testosterona (ng/mL) 7,95+2,10 1,82 £ 0,26 0,143 5,32 £ 1,20 2,03+ 2,71 0,393 3,567 £ 0,80 2,06 £ 0,47 0,127
DHT (pg/mL) 571,90 £ 185,36 | 86,80 + 33,89 0,393 | 496,60 + 246,36 | 60,30 + 65,68 | 0,036* | 566,75+ 167,49 | 113,80 + 18,81 | 0,001*
T/DHT 15,25 + 4,89 24,71+ 4,14 0,571 8,78 £ 2,06 41,02+6,83 | 0,036* 6,95 + 1,96 23,45+4,40 | 0,001*
HAM (pMol/L) 169,65 +61,28 | 279,49+21,68 | 0,786 31,92 + 3,40 274,82 +6,41 | 0,036 | 42,30+10,83 | 253,43+ 18,86 | 0,001*
Inibina B (pg/mL) 219,51 + 18,80 81,30 +11,73 | 0,036* | 42,32+2593 | 57,11 +109,58 | 0,400 50,34 + 25,87 61,53 +£24,45 | 0,662
INSL3 (ng/mL) 0,36 £ 0,02 0,35 £ 0,01 1,000 0,36 £ 0,01 0,35+ 0,02 1,000 0,34 £ 0,01 0,35+ 0,26 0,234

T = Testosterona; DHT = Dihidrotestosterona; HAM = Horménio Anti-Mulleriano; INSL3 = INSulin-Like 3;

* = Diferencga estatistica entre puberdade ou n&do no mesmo diagnéstico pelo Teste de Mann-Whitney (Mediana + Erro Padrao da média)
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6. DISCUSSAO

O diagndstico etiologico das ambiguidades genitais continua sendo um
desafio, apesar da evolugdo no conhecimento dos processos da diferenciacao
sexual e nos métodos de avaliagcdo molecular das ultimas décadas. Isso fica mais
evidente principalmente nos DDS 46,XY, dos quais varios casos ainda n&o tém
etiologia definida (56). Outra dificuldade reside na necessidade de recursos para
realizacdo de biologia molecular dos genes envolvidos na diferenciacédo sexual, o
que restringe seu acesso a poucos centros. Dessa forma, a busca por ferramentas
diagndsticas que sejam de facil e universal reprodutibilidade, acrescida a capacidade
de trazer maior informacéo, se torna uma necessidade.

O presente estudo confirmou esta dificuldade, pois do ponto de vista clinico, a
gravidade da ambiguidade genital externa, aqui avaliada pelo EMS, néo foi diferente
nos trés subgrupos de DDS 46,XY com produgdo normal de testosterona. A unica
diferenga observada no presente estudo do ponto de vista clinico foi o menor
comprimento ao nascimento e 0 menor z escore de estatura nos idiopaticos. Estes
achados em parte ja estdo descritos na literatura, pois cerca de 10 a 25% dos casos
de DDS 46,XY sem etiologia definida estdo relacionados a retardo de crescimento
intrauterino (40—43). O presente estudo também confirmou que as avaliagdes
tradicionais gonadotrofinas (LH e FSH) e andrégenos (testosterona, di-
hidrotestosterona e a relagao testosterona e dihidrotestosterona) ndo séo suficientes
para diferenciar os trés subgrupos de DDS 46,XY com produ¢do normal de
testosterona, confirmando a necessidade da procura de metodologias mais sensiveis
para estas dosagens como por espectrometria de massa (57,58) ou de outros

marcadores hormonais. Chan e cols (21) mostraram que nem sempre, mesmo com
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métodos mais sensiveis, a avaliagdo dos andrégenos pode ser eficaz para
diferenciar este grupo de DDS 46,XY (21).

Portanto, a justificativa para o presente estudo foi avaliar se outros
marcadores hormonais, tanto de células de Leydig (INSL3) como de Sertoli (HAM e
inibina B) poderiam ser uteis na diferenciacdo e orientagdo da pesquisa molecular
destes trés subgrupos de DDS 46,XY com producdo normal de testosterona.

No presente estudo, as concentragdes séricas de HAM foram menores no
grupo total de DDS 46,XY em comparagao aos controles. Este dado é semelhante
aos de Hafez e cols, que em 2014, avaliaram HAM e inibina B em pacientes com
DDS 46,XY em relagao a um grupo saudavel de mesma idade e observaram valores
menores de HAM e inibina B no grupo com DDS 46,XY, porém, este grupo incluia
também pacientes com disgenesia gonadal parcial XY e DDS ovotesticular XY que
sabidamente apresentam alteracdo na funcao das células de Sertoli (59). O presente
estudo também confirmou que as concentracdes séricas do HAM diminuem com a
idade, principalmente na puberdade e no adulto, como ja mostrado em outros
estudos (17,18). Isso se deve possivelmente a redugdo fisiologica das
concentracdées de HAM ocorrerem a partir da puberdade devido ao incremento na
sensibilidade das células de Sertoli pela acdo do RA, que acaba por regular
negativamente a produgédo desse hormdnio (17,18). Por outro lado, as
concentracdes séricas de HAM nao foram uteis para diferenciar os trés subgrupos
de DDS 46,XY como sugerido por outros autores (44,45,47) e pela revisao atual do
Consenso de DDS (26), exceto na puberdade, onde os pacientes com [PA
apresentaram concentragdes séricas de HAM significativamente maiores que os com
D5AR2 e idiopaticos. Sendo assim, esses resultados levantam a discussao sobre a

real necessidade da dosagem do HAM nos DDS 46 XY com produgdo normal de
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testosterona no que se concerne a relevancia de informacdo que este hormdnio
pode trazer ao diagndstico, indicando a necessidade de mais estudos nesta area.

A inibina B, que ndo € mencionada como uma das ferramentas diagndsticas
na investigacdo dos DDS na revisdo do Consenso de 2016 (26), também foi avaliada
no presente estudo, pois é citada como util na investigagdo de DDS, em especial,
aqueles com cariotipo 46,XY (13-16,56). Isso esta especialmente evidente nos
casos de criptorquidismo, manifestacéo clinica frequente em pacientes com DDS 46,
XY com produgédo normal de testosterona, assim como na avaliagado de fertilidade,
que é um dos pilares do manejo dos DDS (60-70). Nos estudos relacionados com
criptorquidia, foi demonstrado uma relagdo da inibina B com o volume testicular
(61,62,66) e estudos dinamarqueses sugerem que este hormdnio € um marcador de
recuperacao testicular apdés o tratamento da criporquidia (60,63,64). No que se
refere a avaliagao da inibina B em pacientes com fertilidade, esses estudos mostram
uma boa e direta relacdo desse horménio com parametros espermaticos, sugerindo
ser um bom marcador da espermatogénese (67—70). Também, ja foi demonstrado
que suas concentragcdes séricas sdo muito baixas em pacientes com Disgenesia
Gonadal XY (71), sendo que em alguns casos esta desordem pode apresentar-se
com concentragdes séricas normais de testosterona, como descrito por Fabbri e cols
(55), o que seria um fator confundidor na abordagem inicial frente a uma
ambiguidade genital em paciente com cariotipo 46,XY. Nestes casos, a inibina B ndo
s6 estaria ajudando no diagnéstico diferencial, como também no prognéstico de
viabilidade gonadal. Do ponto de vista fisiologico, a Inibina B torna-se muito
interessante para a investigacdo dos DDS 46,XY por apresentar-se em
concentragcbes mensuraveis durante boa parte da vida (15,16,72). Mais ainda,

estudos mostraram que a inibina B ja € dosavel ao nascimento, inclusive em
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amostras de sangue de corddo e que seu aumento mais rapido ocorre na primeira
semana de vida ao contrario dos horménios classicamente usados na investigagao
das ambiguidades genitais (testosterona e HAM) (72—75).

Tendo em vista todos estes dados, o presente estudo também teve por
objetivo avaliar a inibina B neste grupo de pacientes com DDS 46,XY e produgao
normal de testosterona e no grupo controle. O presente estudo, também mostrou
(assim como com o HAM) que a inibina B foi menor no grupo casos que nos
controles, porém nao houve alteracdo com a idade e também (assim como o HAM)
foi maior nos pacientes puberes com IPA que nos com D5AR2 e nos idiopaticos,
dados semelhantes aos de Bouvattier e cols (46). De uma forma geral, os pacientes
com D5AR2 e os idiopaticos apresentaram concentracbes mais baixas de inibina B
que os controles. Os pacientes com D5AR2 parecem apresentar uma falha no
amadurecimento das células de Sertoli (76,77) e a DHT parecer ter alguma
influéncia no crescimento e diferenciagdo dos espermatécitos (76), o que poderia
justificar os valores mais baixos de inibina B nesse grupo. No que se refere a esse
mesmo achado nos idiopaticos, fica dificil estabelecer uma relagdo causal, ja que
nem a etiologia desses casos esta estabelecida, embora as diferengas encontradas
no z escore da estatura e no comprimento ao nascer sugiram uma relagdo com
retardo do crescimento intrauterino. Por outro lado, essas concentragcdes de inibina B
estdo em acordo com o que foi mostrado por Blanc e cols (56).

Em relagdo as concentragdes séricas de INSL3, o presente estudo observou
valores maiores no grupo casos que nos controles, sugerindo que essas etiologias
de DDS 46,XY nao s6 tem a producao normal de testosterona, mas sim a fungao das
células de Leydig totalmente preservada. Além disso, como alguns pacientes

apresentam certo grau de criptorquidia ao nascimento, nao seria a produgao de
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INSL3 que justificaria essa apresentacgao clinica nesses casos. Quando analisados
0s grupos separadamente, tanto os pacientes com D5AR2 quanto os com IPA
apresentaram valores maiores quando comparados individualmente com os
controles. Talvez essa diferenga nao tenha se confirmado, como ocorreu quando os
casos foram analisados conjuntamente, devido ao numero pequeno de individuos
em ambos os subgrupos de DDS. No entanto, essa tendéncia pode estar
relacionada com dois aspectos funcionais do INSL3: primeiro, este horménio pode
apresentar concentracoes elevadas como um efeito protetor contra a apoptose de
células germinativas (11,22), mecanismo que pode estar exacerbado principalmente
em pacientes com D5AR2 e IPA que tém a fertilidade sabidamente alterada (11);
em segundo lugar, esse suposto aumento das concentragées de INSL3 também
pode estar relacionado com sua funcdo de induzir a esteroidogénese em um
contexto tanto de insuficiéncia androgénica relativa (IPA) quanto de parcial (D5AR2)
(76,78-80). Além desses, outro componente que pode explicar essa tendéncia do
INSL3 é a hiperplasia de células de Leydig ja descrita em pacientes com D5AR2 e
IPA na puberdade secundaria ao hiperestimulo de LH por feedback negativo
diminuido na D5AR2 pela diminuigdo da DHT e na IPA pela falta de agédo da
testosterona (77).

Por fim, nosso estudo foi o primeiro a avaliar os demais principais horménios
testiculares apenas em individuos com DDS 46,XY com producdo normal de
testosterona e com estudo molecular dos genes AR e SRD5A2. Também foi o
primeiro a mostrar que pacientes com D5AR2 apresentam concentragdes séricas de
inibina B mais baixas. Em relacdo a este achado, a criptorquidia poderia justificar o
HAM menor no grupo total de casos em comparagao aos controles, no entanto isso

nao parece se aplicar as concentragdes baixas de Inibina B nos pacientes com
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D5AR2 e nos idiopaticos, ja que essa apresentagao clinica também esteve presente
em pacientes com IPA. Dentre as limitacdes do estudo, o numero de casos pode ter
afetado a significancia estatistica de alguns achados. Além disso, a falta de
informagéo quanto o estado histologico testicular dos pacientes analisados limita as
conclusdes mais apuradas principalmente no que se refere as diferencas nas

concentragdes dos horménios produzidos pelas células de Sertoli (Inibina B e HAM).
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7. CONCLUSAO

As concentragdes séricas de HAM e inibina B foram menores nos casos que
nos controles e de INSL3 foram maiores nos casos que nos controles. As
concentragdes séricas de HAM, inibina B e INSL3 de uma forma geral ndo foram
diferentes entre os trés subgrupos de DDS 46,XY com produgdo normal de
testosterona, no entanto as de inibina B foram menores nos pacientes com DSAR2 e
idiopaticos em relagdo ao grupo controle.

Os pacientes com DDS 46,XY idiopaticos apresentaram escore z de estatura
e comprimento ao nascer menores em relagao aos pacientes com IPA e D5AR2. As
concentracdes séricas de LH, FSH, testosterona, DHT, relagdo entre testosterona e
DHT, HAM, inibina B e INSL3 nao foram diferentes entre os trés subgrupos de DDS
46,XY avaliados.

As concentragdes séricas de HAM foram inversamente proporcionais a idade,
sendo este achado nao observado para inibina B e INSL3. Os pacientes com IPA
apresentaram concentragcdes séricas de HAM e inibina B mais elevadas na
puberdade que os pacientes com D5AR2 e idiopaticos.

Por fim, a dosagem de inbina B apresenta um potencial consideravel para
trazer informacdes relevantes na investigagdo dos DDS 46,XY com produgao normal

de testosterona. Para isso, mais estudos nesse sentido se fazem necessarios.
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Apéndice 1: Dados clinicos e laboratoriais dos 35 casos.
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. A LH T ron DHT HAM Inibina B INSL3
Caso Diagnéstico Idade Puberdade EMS (E‘?/E) (UIIL) e?::;?::l_c; a (pg/mL) (pMol/L) (pZ/mL) (ng/mL)
1 IPA 5a9m Nao 5,0 1,99 ,20 2,95 119,40 243,51 53,10 0,350
2 IPA 4a Ndo 6,0 ,94 ,10 2,11 74,50 279,49 94,30 0,350
3 IPA 31a7m Sim 6,0 1,91 7,65 7,95 674,40 84,93 219,51 0,395
4 IPA 4a9m Nao 9,0 1,16 ,10 1,58 52,70 169,39 34,75 0,405
S IPA 3al0m Ndo 5,0 ,67 ,10 1,82 244,00 282,03 92,67 0,350
6 IPA 35al0m Sim 6,0 6,44 14,71 8,72 571,90 169,64 208,42 0,335
7 IPA 10a3m NaoO 8,5 1,37 ,10 1,51 86,80 281,24 81,30 0,375
8 IPA 11a3m Sim 5,0 1,59 1,69 2,07 74,20 295,84 269,55 0,360
9 D5AR2 39alm Sim 5,0 14,61 7,88 4,84 432,50 26,59 19,700 0,370
10 D5AR2 25a2m Sim 4,0 11,24 11,73 10,97 1652,20 31,05 50,70 0,350
11 D5AR2 27a10m Sim 9,0 35,07 16,93 5,71 742,10 31,91 - 0,350
12 D5AR2 3alm Nédo 3,0 ,91 ,10 10,05 245,00 274,81 57,11 0,420
13 D5AR2 14a9m Sim 2,0 14,05 11,03 5,32 292,80 46,30 33,95 0,400
14 D5AR2 7a2m Nédo 6,0 ,25 ,10 2,03 37,60 273,24 48,30 0,350
15 D5AR2 5m Nédo 5,5 1,60 1,01 1,83 60,30 293,20 381,37 0,350
16 D5AR2 18a Sim 2,0 3,96 4,55 4,36 496,60 37,80 135,36 -
17 Idiopatico 18a1m Sim 6,0 2,01 4,36 3,57 1454,80 73,79 153,64 -
18 Idiopatico 2a8m Nao 6,0 ,76 ,10 1,54 55,50 226,83 28,40 0,340
19 Idiopatico 4allm Nado 5,0 ,96 ,10 1,53 25,90 260,89 69,17 0,340
20 Idiopatico 16a3m Sim 6,0 16,28 4,69 3,57 612,20 22,95 18,91 0,340
21 Idiopatico 8a2m Nado 5,0 ,76 ,10 1,58 45,00 221,01 - 0,360
22 Idiopatico 9m Ndo 9,0 ,88 ,14 4,81 86,30 264,89 91,85 0,360
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o HAM Inibina B INSL
Caso Diagnostico Idade Puberdade EMS (E?/E) (Lll_lll-lL) Tezt\c;rt‘?r))na (pz;-ln-:-L) (pMol/L) (Pz /maL) (n g?mi)
23 Idiopatico 11a8m Nao 6,0 8,52 2,63 3,97 188,80 22,45 39,52 0,370
24 Idiopatico 16a2m Sim 5,0 5,58 4,18 4,91 521,30 54,05 65,14 0,345
25 Idiopatico 2alm Nao 6,0 42 ,10 4,54 129,10 279,67 53,90 0,340
26 Idiopatico 14a4m Sim 5,0 4,95 1,88 2,17 268,80 70,15 148,65 0,330
27 Idiopatico 15a8m Sim 9,0 12,81 6,17 7,79 476,40 30,55 35,54 0,380
28 Idiopatico 11allm Nao 8,5 1,96 1,18 4,20 179,10 268,10 237,53 0,345
29 Idiopatico 6a10m N3o 6,0 ,88 ,10 1,64 82,80 249,43 23,65 0,350
30 Idiopatico 6abm Ndo 6,0 ,88 ,10 1,66 76,50 252,57 - 0,360
31 Idiopatico 8adm Nao 6,0 1,02 ,10 2,08 113,80 247,04 - -
32 Idiopatico 12alm Sim 7,0 15,44 5,62 3,18 619,50 8,96 14,18 0,340
33 Idiopatico 7a9m Nao 5,5 46 ,10 6,68 148,10 284,63 95,92 0,345
34 Idiopatico 1a5m Ndo 9,0 ,93 4,74 1,59 271,30 281,88 - 0,350
35 Idiopatico 7a3m Nao 6,0 ,63 ,10 2,06 133,20 253,43 - 0,355




Apéndice 2: Dados clinicos e laboratoriais dos 42 controles.
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Caso Idade HAM Inibina B INSL3
(pmol/L) (pg/mL) (ng/mL)
1 7a4m 346,36 73,21 0,420
2 16a 38,05 211,83 0,830
3 18a9m 27,56 57,11 0,130
4 15a3m 80,18 136,19 0,800
5 1a 371,24 109,00 0,130
6 1abm 363,81 100,82 1,040
7 6a11m 311,76 61,93 0,420
8 14a1m 122,02 170,38 -
9 2a2m 363,06 369,64 0,250
10 2a10m 410,47 168,70 -
11 10m 420,54 132,88 -
12 3m 395,41 371,44 0,130
13 3a8m 332,47 129,57 0,190
14 2a 297,91 70,78 0,370
15 2aim 358,00 926,84 -
16 10a8m 74,54 132,05 0,410
17 26a10m 45,44 205,02 0,560
18 2a3m 372,31 191,45 0,210
19 10a1m 347,46 57,11 0,390
20 1a7m 352,28 100,00 -
21 8a3m 287,88 71,59 -
22 13a 50,48 134,53 0,280
23 14a 80,57 163,67 0,170
24 6a 308,98 77,25 0,130
25 8m 355,53 352,57 0,100
26 1a8m 369,17 229,79 0,100
27 14a10m 66,93 170,38 -
28 13a11m 60,08 421,43 0,130
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Caso Idade HAM Inibina B INSL3
(pmol/L) (pg/mL) (ng/mL)

29 10a5m 369,38 247,01 0,200
30 20a2m 98,28 122,97 0,305
31 28a 20,06 139,51 -
32 34a 41,87 94,30 0,190
33 14a6m 35,48 96,74 0,180
34 5m 394,23 706,41 0,130
35 31a 35,02 260,86 0,280
36 13a 24,70 190,60 0,160
37 1a6m 308,02 116,39 0,350
38 14a6m 32,91 117,21 0,230
39 32a 118,81 483,42 0,170
40 29a 90,60 383,18 -
41 11m 414,04 372,34 -
42 34a 44,91 242,69 -
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pacientes ou

responsaveis

Projeto: Importancia da dosagem do horménio anti-muilleriano no diagnéstico diferencial de
pacientes com ambiguidade genital, cariétipo 46,XY e produ¢ao normal de testosterona
(Adendo ao projeto: Avaliagao interdisciplinar dos disturbios da determinagao e
diferenciagédo do sexo - CEP 434/2006).

Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. Gil Guerra-Junior e Guilherme Guaragna-Filho
Endereco: Departamento de Pediatria — FCM — UNICAMP — Cidade Universitaria
Campinas — SP — CEP 13081-970 Fone/Fax: (19)-3521-7322 e-mail.

gilguer@fcm.unicamp.br

Paciente ou Responsavel:

Nome (paciente): Registro do Hospital:
Nome (responsavel):

Endereco:

Bairro: Cidade: UF: CEP: Fone:

1. Desenho do estudo e objetivo: essas informagdes serao fornecidas para sua participagao
voluntaria neste estudo, que visa ao estudo hormonal para melhor esclarecimento da
doencga deficiéncia de 5aredutase 2 ou insensibilidade parcial aos andrégenos de seu
filho(a).

2. Para a realizacao do trabalho sera aplicada 1 injecao de gonadotrofinna coridnica (sem
qualquer risco ou efeito colateral, exceto pouca ou ausente dor no local de aplicagdo) no
musculo por 3 dias seguidos e colhidos cerca de 5 ml de sangue do antebragco no dia
anterior a 1% injecao e 24 h apds a 32 injecao (total de 10 ml de sangue).

3. O risco da coleta se resume a possibilidade de hematoma (“roxo”) ou dor no local da
coleta, como em qualquer outra coleta de sangue ja realizada por seu filho (a). Estas seréao
as Unicas coletas extras de material, as demais coletas serdo para o acompanhamento
rotineiro da doenga, que continuara independente de sua decisdo de participar ou ndo deste
trabalho.

4. S6 poderemos concluir o resultado da pesquisa quando o estudo estiver terminado e
pudermos comparar os resultados de todos os pacientes que se submeteram ao exame;
antes disso nao teremos como esclarecer qualquer resultado.

5. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela

pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.



78

O principal investigador da pesquisa é o Dr. Gil Guerra-Junior que pode ser encontrado no
Ambulatério de pediatria do HC-UNICAMP, Telefone (19)3521-7353. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) pelo telefone (19)3521-8936.

6. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigao.
7. Ao voluntario é concedido o direito de confidencialidade; as informacdes obtidas serdo
analisadas em conjunto com outros voluntarios, ndo sendo divulgada a identificacdo de
nenhum dos mesmos.
8. Ao voluntario é concedido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais
das pesquisas ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
9. Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer
fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacao financeira
relacionada a sua participacado. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida
pelo orcamento da pesquisa.

10. O pesquisador e o executante assumem o compromisso de utilizar os dados e o material
coletado somente para pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o projeto em questao.

Eu conversei com o Dr. Gil Guerra-Junior sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o estudo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido no meu atendimento neste Servico.
Assinatura do participante:
Data:

Eu, Gil Guerra-Junior, expliquei

a 0 objetivo do estudo, os

procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que poderéo advir do estudo.
Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formulario de consentimento ao
participante.

Assinatura do pesquisador:
Data:
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Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Grupo Controle

Projeto: Importancia da dosagem do horménio anti-mulleriano no diagnostico diferencial de
pacientes com ambiguidade genital, caridtipo 46,XY e produgdo normal de testosterona
(Adendo ao projeto: Avaliagao interdisciplinar dos disturbios da determinagao e
diferenciacéo do sexo - CEP 434/2006).

Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. Gil Guerra-Junior e Guilherme Guaragna-Filho
Endereco: Departamento de Pediatria — FCM — UNICAMP — Cidade Universitaria
Campinas — SP — CEP 13081-970 Fone/Fax: (19)-3521-7322

e-mail: gilguer@fcm.unicamp.br

Paciente:

Nome (paciente): Registro do Hospital:
Endereco:

Bairro: Cidade: UF: CEP: Fone:

1. Viemos através deste termo convida-lo a participar deste estudo sobre o horménio anti-
mulleriano na condicdo de pessoa saudavel que nos fornecera um referencial de
normalidade para analisarmos os resultados dos exames dos pacientes inclusos nesse
estudo.

2. Desenho do estudo e objetivo: essas informagdes serao fornecidas para sua participacao
como membro do grupo controle (ou seja, pessoa que NAO apresenta alteragdes
relacionadas com o estudo) nesta pesquisa, que visa ao estudo dos hormonios para melhor
esclarecimento de doengas que se apresentam clinicamente com ambiguidade genital
(quando nao se pode identificar o sexo ao nascimento). O objetivo do grupo controle é ser
uma referéncia de normalidade quando compararmos os resultados das dosagens dos
horménios no sangue com aquelas dos pacientes com as doengas que causam
ambiguidade genital.

3. Para a realizagdo do trabalho apenas serdo colhidos cerca de 4 ml de sangue do seu
antebraco, que serao usados para dosagens hormonais.

4. O risco da coleta se resume a possibilidade de hematoma (“roxo”) ou dor no local da
coleta, como em qualquer outra coleta de sangue ja realizada por vocé. Esta sera a unica
coleta de material.

5. S6 poderemos concluir o resultado da pesquisa quando o estudo estiver terminado e
pudermos comparar os resultados de todos os pacientes que se submeteram ao exame;
antes disso nao teremos como esclarecer qualquer resultado.

6. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela

pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
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O principal investigador da pesquisa é o Dr. Gil Guerra-Junior que pode ser encontrado no
Ambulatdrio de Pediatria do HC-UNICAMP, telefone (19)3521-7353. Se vocé tiver alguma
consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) pelo telefone (19)3521-8936.

7. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.
8. Ao voluntario é concedido o direito de confidencialidade; as informacdes obtidas serao
analisadas em conjunto com outros voluntarios, ndo sendo divulgada a identificacdo de
nenhum dos mesmos.

9. Ao voluntario é concedido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais
das pesquisas ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
10. Despesas e compensacoes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer
fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacao financeira
relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida
pelo orgcamento da pesquisa.

11. O pesquisador e o0 executante assumem o compromisso de utilizar os dados e o material
coletado somente para pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o projeto em questao.

Eu conversei com o Dr. Gil Guerra-Junior/Guilhnerme Guaragna Filho sobre a minha decisao
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacao € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o estudo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido no meu atendimento
neste Servico.

Assinatura do participante:
Data:

Eu, Gil Guerra-Junior/Guilherme Guaragna Filho, expliquei

a 0 objetivo do estudo, os

procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderao advir do estudo.
Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formulario de consentimento ao
participante.

Assinatura do pesquisador:
Data:
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Anexo 4: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Grupo Controle (menores de
idade)

Projeto: Importancia da dosagem do horménio anti-muilleriano no diagnéstico diferencial de
pacientes com ambiguidade genital, cariétipo 46,XY e producao normal de testosterona
(Adendo ao projeto: Avaliagao interdisciplinar dos disturbios da determinagao e
diferenciagédo do sexo - CEP 434/2006).

Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. Gil Guerra-Junior e Guilherme Guaragna-Filho
Endereco: Departamento de Pediatria — FCM — UNICAMP — Cidade Universitaria

Campinas — SP — CEP 13081-970Fone/Fax: (19)3521-7322 e-mail: gilguer@fcm.unicamp.br

Paciente ou Responsavel:

Nome (paciente): Registro do Hospital:

Nome (responsavel):

Endereco:

Bairro: Cidade: UF: CEP: Fone:

1. Viemos através deste termo convidar seu filho(a) a participar deste estudo sobre o
hormonio anti-mulleriano na condicdo de pessoa saudavel que nos fornecera um referencial
de normalidade para analisarmos os resultados dos exames dos pacientes inclusos nesse
estudo.

2.Desenho do estudo e objetivo: essas informacdes serdo fornecidas para a participacao

voluntaria do menor como membro do

grupo controle (ou seja, pessoa que NAO apresenta alteracdes relacionadas com o estudo)
nesta pesquisa, que visa ao estudo dos hormdnios para melhor esclarecimento de doencas
que se apresentam clinicamente com ambiguidade genital (quando nao se pode identificar o
sexo ao nascimento). O objetivo do grupo controle é ser uma referéncia de normalidade
quando compararmos os resultados das dosagens dos hormbnios no sangue com aquelas
dos pacientes com as doengas que causam ambiguidade genital.

3. Para a realizacdo do trabalho apenas serédo colhidos cerca de 4 ml de sangue do
antebraco do seu filho(a), que seréo usados para realizagdo das dosagens hormonais.

4. O risco da coleta se resume a possibilidade de hematoma (“roxo”) ou dor no local da
coleta, como em qualquer outra coleta de sangue ja realizada por seu filho(a). Esta sera a
unica coleta de material.

5. S6 poderemos concluir o resultado da pesquisa quando o estudo estiver terminado e
pudermos comparar os resultados de todos os pacientes que se submeteram ao exame;
antes disso ndo teremos como esclarecer qualquer resultado.

6. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela

pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
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O principal investigador da pesquisa é o Dr. Gil Guerra-Junior que pode ser encontrado no
Ambulatério de Pediatria do HC-UNICAMP, Telefone (19)3521-7353. Se vocé tiver alguma
consideracéo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) pelo telefone (19)3521-8936.

7. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.
8. Ao voluntario é concedido o direito de confidencialidade; as informacbes obtidas serao
analisadas em conjunto com outros voluntarios, ndo sendo divulgada a identificacdo de
nenhum dos mesmos.

9. Ao voluntario é concedido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais
das pesquisas ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
10. Despesas e compensacoes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer
fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacao financeira
relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida
pelo orcamento da pesquisa.

11. O pesquisador e o executante assumem o compromisso de utilizar os dados e o material
coletado somente para pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes sobre a decisdo de
autorizar a participacdo do meu filho(a) no estudo que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o projeto em questéo.

Eu conversei com o Dr. Gil Guerra-Junior/Guilherme Guaragna Filho sobre a minha deciséo
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a
participagcdo de meu filho(a) é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
estudo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do responsavel: Data:

Assinatura do participante: Data:

Eu, Gil Guerra-Junior/Guilherme Guaragna Filho, expliquei a

0 objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que
poderao advir do estudo. Eu me comprometo a fornecer uma coépia desse formulario de
consentimento ao participante.

Assinatura do pesquisador: Data:
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