o

Y

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

FLAVIA MARCORIN DE OLIVEIRA

Avaliacao citogenética, molecular e imunoistoquimica de uma amostra de individuos

com Disturbio da Diferenciacdo do Sexo Ovario-Testicular 46,XX ou 46,XY

CAMPINAS
2022



FLAVIA MARCORIN DE OLIVEIRA

Avaliacéo citogenética, molecular e imunoistoquimica de uma amostra de individuos

com Disturbio da Diferenciacdo do Sexo Ovario-Testicular 46,XX ou 46,XY

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para a obtencéo do titulo de Doutora em
Ciéncias, Area de Concentracdo de Genética Médica

ORIENTADORA: ANDREA TREVAS MACIEL GUERRA
COORIENTADOR: TARSIS ANTONIO PAIVA VIEIRA

ESTE TRABALHO CORRESPONDE A VERSAO

FINAL DA TESE DEFENDIDA PELA

ALUNA FLAVIA MARCORIN DE OLIVEIRA, E ORIENTADA PELA
PROFA. DRA. ANDREA TREVAS MACIEL GUERRA.

CAMPINAS
2022



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

OL4a

Oliveira, Flavia Marcorin de, 1990-

Avaliagéo citogenética, molecular e imunoistoquimica de uma amostra de
individuos com disturbio da diferenciacdo do sexo ovario-testicular 46,XX ou
46,XY / Flavia Marcorin de Oliveira. — Campinas, SP : [s.n.], 2022.

Orientador: Andréa Trevas Maciel Guerra.

Coorientador: Tarsis Antdnio Paiva Vieira.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Médicas.

1. Transtornos ovotesticulares do desenvolvimento sexual. 2. Mosaicismo. 3.
Quimerismo. 4. Hibridizacao in Situ fluorescente. 5. Analise em microsseéries. 6.
Imuno-histoquimica. I. Maciel-Guerra, Andréa Trevas, 1960-. Il. Vieira, Tarsis
Anténio Paiva, 1981-. lll. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de

Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

Informacdes Complementares

Titulo em outro idioma: Cytogenetic, molecular and immunohistochemical assessment of a
sample of individuals with 46,XX or 46,XY ovotesticular disorder of sexual development

Palavras-chave em inglés:

Ovotesticular disorders of sex development
Mosaicism

Chimerism

In Situ hybridization, Fluorescence
Microarray analysis

Immunohistochemistry

Area de concentragdo: Genética Médica
Titulacdo: Doutora em Ciéncias

Banca examinadora:

Andréa Trevas Maciel Guerra [Orientador]
Camila Andréa de Oliveira

Juliana Gabriel Ribeiro de Andrade
Antonia Paula Marques de Faria
Guilherme Guaragna Filho

Data de defesa: 07-12-2022

Programa de P6s-Graduacdo: Ciéncias Médicas

Identificagéo e informagdes académicas do(a) aluno(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0002-4315-7302
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes.cnpqg.br/0522806915531168


http://www.tcpdf.org

COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE DOUTORADO

FLAVIA MARCORIN DE OLIVEIRA

ORIENTADOR: ANDREA TREVAS MACIEL GUERRA

COORIENTADOR: TARSIS ANTONIO PAIVA VIEIRA

MEMBROS TITULARES:

1. PROFA. DRA. ANDREA TREVAS MACIEL GUERRA

2. PROFA.DRA.ANTONIA PAULA MARQUES DE FARIA

3.PROFA. DRA. JULIANA GABRIEL RIBEIRO DE ANDRADE

4. PROFA. DRA. CAMILA ANDREA DE OLIVEIRA

5. PROF DR. GUILHERME GUARAGNA FILHO

Programa de Pds-Graduacdao em Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no
SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertacao/Tese e na Secretaria do Programa da FCM.

Data de Defesa: 07/12/2022




Aos meus pais, Jeanete e Douglas



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, aos meus irmaos e ao meu marido
por todo apoio e incentivo desde a iniciagdo cientifica até o doutorado, por
comemorarem minhas vitorias e serem meu alicerce.

Agradeco a minha orientadora Profa. Dra. Andréa Trevas
Maciel Guerra pela oportunidade em realizar esse trabalho, por todo conhecimento e
todos os ensinamentos. Obrigada pela orientacdo e confianca, por todas as
oportunidades para aprender cada vez mais, por ser uma excelente pesquisadora,
profissional e docente.

Agradeco ao meu co-orientador Prof. Dr. Tarsis Antonio Paiva
Vieira pela oportunidade, pela excelente co-orientagdo, por todo conhecimento
compartilhado comigo, por ser um grande exemplo de pesquisador e docente.

Agradeco ao Prof. Dr. José Vassallo pela oportunidade e
paciéncia em me ensinar analise de imunoistoquimica e ao Paulo Latuf Filho do
Laboratorio de Investigacdo em Patologia/FCM, pela contribuicdo, parceria e ajuda
na realizacdo das técnicas de imunoistoquimica e colora¢éo de HE.

Agradeco a Nilma, Ana Paula, Samira e Gabriela por terem me
recebido com tanto carinho no Laboratério de Citogenética, por compartilharem
comigo suas experiéncias e conhecimento técnico e por todo apoio ao longo do
doutorado.

Agradeco a Dra. Maricilda, Tais, Mara, Helena e Marcela por
me receberem no CBMEG, por toda ajuda e conhecimento compartilhado.

Agradeco ao Dr. Gil Guerra Janior, aos demais membros do
GIEDDS e todos os profissionais que contribuiram com conhecimento técnico e
tedrico para realizacdo desse trabalho e para minha formacéo.

Agradeco aos membros da banca de qualificacdo e defesa
pelas contribuicdes na tese.

As agéncias de fomento Fundac&o de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP), pelo apoio financeiro no processo n°® 2019/26382-3,
e a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES)
- Cédigo de Financiamento 001.



RESUMO

O disturbio da diferenciacédo do sexo ovario-testicular (DDS OT) é uma condicéo rara
caracterizada pela presenca de tecido ovariano e testicular no mesmo individuo, em
gbnadas separadas ou ha mesma gbnada (ovotestis). O cariotipo pode ser 46,XX (o
mais frequente), 46,XY, ou conter anomalias de cromossomos sexuais. A
diferenciacao testicular depende normalmente da expressao do gene SRY, presente
em Yp, que ativa o gene SOX9; este, por sua vez, regula a cascata de genes
envolvidos na diferenciacéo testicular. A diferenciacdo ovariana depende da auséncia
do gene SRY e da expressao de genes pro-ovarianos, como FOXL2, que inibem a
expressdo do SOX9. A etiologia do DDS-OT em individuos com cariétipo 46,XX ou
46,XY ainda é desconhecida na maioria dos casos. Poucos estudos buscaram
detectar mosaicismo ou quimerismo oculto nas gdnadas desses pacientes. E escasso
0 conhecimento sobre a expressao dos genes SRY, SOX9 e FOXL2 no tecido gonadal
nesses casos. Ademais, a investigacao de desequilibrios genémicos usando a técnica
de andlise cromossbmica por microarray (CMA) tém permito a caracterizacdo de
genes associados a casos de DDS. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a
presenca de outras linhagens celulares (mosaicismo ou quimerismo oculto) em tecido
gonadal através da técnica de Hibridac&o in situ fluorescente (FISH) e reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), analisar a localizacdo das proteinas SRY, SOX9 e
FOXL2 através de imunoistoquimica e detectar a presenca de delecdes e duplicacbes
através de CMA em pacientes com DDS-OT 46,XX ou 46,XY. Trata-se de um estudo
retrospectivo em que oito pacientes com DDS OT e cariétipo normal (46,XX ou 46,XY)
atendidos no GIEDDS nos ultimos 27 anos preencheram os critérios de inclusdo. Por
se tratar de um estudo retrospectivo, a qualidade do tecido gonadal incluido em
parafina impossibilitou a investigacdo de outras linhagens celulares (mosaicismo ou
guimerismo oculto) nos pacientes estudados. Apenas a expressao de FOXL2 ocorreu
conforme esperado, ocorrendo marcacdes positivas apenas em foliculos ovarianos.
A expressdo de SOX9 e SRY foi observada em tubulos seminiferos e em foliculos
ovarianos em alguns casos, sendo necessaria a validacdo por outra técnica para
confirmacédo do resultado. A técnica de CMA possibilitou a deteccao de delecdo em
9p e duplicacdo em 18p em um paciente XY e duplicagdo em Xg27.1 em um paciente
XX. Os resultados do estudo demonstram a importancia do uso de CMA no
diagndstico etiologico em casos de DDS-OT e a necessidade de estabelecer
protocolos de pesquisa para armazenamento de tecido gonadal a partir de bidpsias
de pacientes com DDS para estudos genéticos prospectivos.

Palavras-chave: DDS OT; mosaicismo ou quimerismo; Hibridacao in situ fluorescente;
PCR; CMA; imunoistoquimica.



ABSTRACT

Ovotesticular disorder of sexual development (OT-DSD) is a rare condition
characterized by the presence of ovarian and testicular tissue in the same individual,
in separate gonads or in the same gonad (ovotestis). The karyotype may be 46,XX
(most common), 46,XY, or contain sex chromosome abnormalities. Testicular
differentiation normally depends on the expression of the SRY gene, present in Yp,
which activates the SOX9 gene, which is responsible for regulating the cascade of
genes involved in testicular differentiation. Ovarian differentiation depends on the
absence of the SRY gene and the expression of pro-ovarian genes, such as FOXL2,
which inhibits SOX9 expression. The etiology of OT-DSD in individuals with 46,XX or
46,XY karyotype is still unknown in most cases. Few studies have detected the
presence of mosaicism or occult chimerism in the gonads of patients with OT-DSD.
There is also little knowledge about the expression of SRY, SOX9 and FOXL2 genes
in the gonadal tissue in these cases. Furthermore, the investigation of genomic
imbalances using the chromosomal analysis by microarray (CMA) technique has
enable the characterization of genes associated with DDS cases. Thus, the aim of this
work was to investigate the presence of other cell lines (mosaicism or occult
chimerism) in gonadal tissue through the technique of Fluorescent in situ Hybridization
(FISH) and polymerase chain reaction (PCR), analyze the localization of SRY, SOX9
and FOXL2 proteins through immunohistochemistry and detect the presence of
deletions and duplications through CMA in patients with DDS-OT 46,XX or 46,XY. This
is a retrospective study with eight OT-DSD patients and normal karyotype (46,XX or
46,XY) attended at GIEDDS in the last 27 years. As this was a retrospective study, the
guality of the gonad tissue embedded in paraffin made it impossible to investigate
other cell lines (mosaicism or occult chimerism) in the patients studied. Only FOXL2
expression occurred as expected, with positive markings occurring only in ovarian
follicles. The expression of SOX9 and SRY was observed in seminiferous tubules and
in ovarian follicles in some cases, requiring validation by another technique to confirm
the result. The CMA technique enabled the detection of 9p deletion and 18p
duplication in an XY patient and Xg27.1 duplication in an XX patient. Our results
demonstrate the importance of using CMA in the etiological diagnosis of DDS-OT
cases and the need to establish research protocols for storage of gonadal tissue from
biopsies of patients with DDS for prospective genetic studies.

Keywords: OT-DSD; mosaicism or chimerism; Fluorescent in situ hybridization; PCR;
CMA; immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

A diferenciacdo sexual envolve uma rede de interacdo e expressao de Varios
genes, 0 que a torna um processo complexo e sujeito a erros, 0s quais sdo conhecidos
como disturbios da diferenciacdo do sexo (DDS). Dentre os DDS, o disturbio da
diferenciacdo ovario-testicular (DDS-OT) é caracterizado pela presenca de tecido
ovariano e testicular em um mesmo individuo, podendo estar presente em génadas
separadas ou na mesma gdnada (ovotestis). E uma afec¢do muito rara que pode se
associar a anomalias de cromossomos sexuais ou, mais frequentemente, estar
presente em individuos com cariétipo normal, 46,XX ou 46,XY; nestes, a etiologia é
desconhecida na maioria dos casos.

Grande parte dos individuos com DDS-OT 46,XX ndo apresenta o gene SRY (sex-
determining region Y) nem mutacfes nos genes pro-testiculares atualmente
conhecidos, enquanto que os casos de DDS-OT 46,XY ndo se associam a mutacdes
no gene SRY. Por outro lado, alguns poucos casos foram relatados em que a técnica
de FISH identificou a presenca de mosaicismo ou quimerismo oculto em tecido
gonadal de pacientes com DDS-OT e cari6tipo normal. Ademais, sdo poucos 0s
estudos que analisam o padrdo das proteinas SRY, SOX9 e FOXL2 em tecido

gonadal de pacientes com essa condicao.

Assim, sdo necessarios novos estudos buscando aprofundar o conhecimento a
respeito do DDS-OT em individuos com cariétipo normal a fim de aprimorar o

progndstico individual e o aconselhamento genético.

1.1. Diferenciagé&o sexual normal

Nos seres humanos e na maioria dos demais mamiferos, a determinagéo e
diferenciacéo do sexo estéo relacionadas a presenca ou auséncia do cromossomo Y.
O desenvolvimento do sexo é dividido em duas etapas: a determinacdo sexual, que

envolve um processo complexo que induz as génadas bipotenciais (indiferenciadas)
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a se tornarem testiculo ou ovério (figura 1); e a diferenciagcdo sexual, que ocorre
posteriormente por meio da presenca ou auséncia de secrecdo de hormdnios
gonadais, determinando o desenvolvimento dos genitais internos e externos (1, 2, 3,
4, 5).

Gonada indiferenciada (bipotencial)

on"u®
Feminina ® Masculina

-
ot o8 188 e

(46,XX) / \ (46,XY)

Ovario Testiculo
Indiferenciada Ovario Testiculo
Células epiteliais Células da Células deSertoli
i _ granulosa
@ Células germinativas ¢l i a "
) primordiais . Odcitos @ Espermatogodnias
5 Células = Células da teca %, Células de Leydig

mesenquimatosas

Figura 1. Representacdo esquemaética da determinacdo sexual mostrando a
gbnada bipotencial e posteriormente ovario ou testiculo. As gbnadas bipotenciais
sdo idénticas em ambos o0s sexos (XX e XY), compostas por células epiteliais de
suporte, células mesenquimatosas e células germinativas primordiais. Nas gbnadas
XY as células de suporte se diferenciam em células de Sertoli, que irdo envolver as
células germinativas (espermatogdnias) para formar os corddes testiculares, e as
células mesenquimatosas se diferenciam em células de Leydig. Nas gbnadas XX as
células epiteliais se diferenciam em células pré-granulosas que irdo envolver os
oocitos para formagdo dos foliculos primordiais, enquanto as células
mesenquimatosas dao origem as células da teca [Fonte: Adaptado de Estermann &
Smith, 2020 (5)].

O sexo genético é determinado na concepcéao pelos cromossomos sexuais, XX
ou XY. Até cerca de seis a sete semanas apos a fertilizacdo, os embrides humanos
encontram-se num estagio indiferenciado, contendo primérdios gonadais e genitais
idénticos nos dois sexos, e ndo ha diferencas macroscépicas nem microscopicas
entre eles. Nesse periodo embrionario ha um par de gbnadas bipotenciais, dois pares

de primordios dos condutos genitais internos, masculinos (dutos de Wolff) e femininos
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(dutos de Muller), e primérdios dos genitais externos (tubérculo genital, pregas

genitais, saliéncias labioescrotais e seio urogenital) (figura 2).

@ . Duto
paramesonéfrico

Duto mesonéfrico
(Wolff) N ;/ bo\\ Testicul S
esticulo U
; g U S (Maller)
| o '|\ / - o
<2 \/ Ovario =
o) A
l oy AN
: VS
’ WS i
/‘ ‘)
( -
r
Duto deferente Seio
urogenital _ Tubérculo
\ Miilleriano
Utero

. Tuba uterina

Duto
epididimal

1 Uretra Ovario

U

Masculino Feminino

Cénvix

Figura 2. Representacdo esquemaética do estado sexualmente neutro. Sistema
sexual indiferenciado entre a sexta e a sétima semanas de gestacdo. O duto
mesonéfrico ira se diferenciar em epididimo, duto deferente e vesiculas seminais e o
duto paramesonéfrico em trompas, Utero e parte superior da vagina. [Fonte:

Modificado de Biason-Lauber, 2010 (2)].

As gbnadas bipotenciais surgem na quinta semana de gestacao a partir de um
espessamento na por¢cdo medial do mesonefro. A proliferacdo do mesénquima
revestido por epitélio celébmico da origem as cristas gonadais, para onde migram, na

sexta semana, as células germinativas primordiais que se originam do endoderma do
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saco vitelino, proximo ao alantoide (3, 6, 7, 8). O desenvolvimento e a manutencéo
das gonadas indiferenciadas dependem da expressao de genes especificos divididos
em dois grupos: genes homeobox, incluindo LHX9 (LIM homeobox 9), EMX2 (empty
spiracles 2) e CBX2/M33 (chromobox 2), e genes que codificam fatores de
transcricao: WT1 (Wilms tumor 1) e NR5A1 (Nuclear receptor subfamily 5 group A
member 1) (9, 10, 11, 12, 13, 14).

A formacdao dos testiculos depende da expresséo do gene SRY, localizado em
Ypll. A descoberta desse gene foi um marco na compreensao desse pProcesso
bastante complexo. Experimentos comprovaram que na auséncia de expressao do
SRY em camundongos XY o fendtipo era feminino, e quando esse gene era

introduzido em camundongos XX ocorria diferenciacéo testicular (15, 16, 17, 18).

Nas gbnadas XY a expressdo do SRY ocorre na sétima semana de gestacao,
nas celulas pré-Sertoli. WT1 interage com NR5A1 para regular a expressao de SRY
(19, 20). Este, juntamente com NR5AL, atua na regido promotora de SOX9 [SRY-
related high-mobility group (HMG) box 9], ocasionando sua expressao (21, 22). Para
gue ocorra expressdo de SOX9 especificamente nos testiculos ha um elemento
regulador de 3,2 kb conhecido como TES, localizado a 13 kb upstream do sitio de
inicio da transcricdo. Dentro dessa regido promotora ha uma regido central chamada
TESCO (Testis-specific Enhancer of Sox9 core), que é altamente conservada em
camundongos e humanos. Durante a expressao positiva de SOX9 varios genes atuam
diretamente via regido promotora TESCO. Estudos sugerem que SF1 (steroidogenic
factor 1), que é codificado pelo gene NR5A1, atua ativando a expressédo de SOX9 via
TESCO nas gbnadas (23, 24, 25).

A expressao de SOX9 promove a diferenciagdo das células de Sertoli, e estas
sdo responsaveis por promover a proliferacdo e maturacdo das células germinativas;
além disso, SOX9 tem papel importante em inibir a expressao do gene FOXL2, que é
necessario no inicio da diferenciacdo ovariana (26, 27). SOX9 continua sendo
expresso nas células de Sertoli ao longo da vida, mesmo ap6s a suspensao da
expressdo de SRY, como demonstrado em um estudo em camundongos que
evidenciou a atuacdo de SF1 na regidao promotora de SOX9 para manter sua
expressao (28). Durante a diferenciacéo testicular as células de Sertoli se agrupam

ao redor das células germinativas e geram os corddes testiculares, que déo origem
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aos tubulos seminiferos, enquanto no compartimento intersticial as células
mesenquimatosas dao origem as células de Leydig, responsaveis pela

esteroidogénese (3, 8).

Uma vez diferenciado o testiculo, este € responsavel pela regressao dos
primérdios dos condutos genitais internos femininos e pela diferenciagdo dos
condutos genitais internos e dos genitais externos masculinos. A partir da sétima
semana as células de Sertoli secretam o horménio anti-mlleriano (HAM), que induz
por via paracrina a regressao dos dutos de Miuller, de modo que cada testiculo &

responsavel pela regressado do duto ipsilateral.

Entre a oitava e a nona semanas as células de Leydig passam a secretar
testosterona por meio do estimulo da gonadotrofina coribnica humana (hCG); a
testosterona vai promover a diferenciacdo dos dutos de Wolff nos condutos genitais
internos, ou seja, epididimos, canais deferentes, vesiculas seminais e dutos
ejaculatorios. A diferenciacdo dos dutos de Wolff depende de alta concentracéo local
de testosterona, o que faz com que cada testiculo também seja responséavel pela
diferenciacdo do duto de Wolff ipsilateral (3, 8). Alguns fatores de transcricdo, como
NR5A1L, SOX9, GATA4 (GATA Binding Protein 4) e WT1, estdo sendo relatados como
reguladores da transcricdo de HAM (12, 29).

A testosterona € convertida pela enzima 5-alfa--redutase tipo 2 nos tecidos-
alvo em diidrotestosterona (DHT). A DHT é um andrégeno mais potente que a
testosterona e € o horménio responséavel pela masculinizacdo dos primérdios dos
genitais externos entre a nona e a décima-segunda semanas de gestacao. O estimulo
da DHT faz com que o tubérculo genital e as pregas genitais originem o corpo do
pénis, as saliéncias labioescrotais se fundam na linha média formando a bolsa

escrotal e o seio urogenital dé origem a uretra (8).

A migracao dos testiculos para a bolsa escrotal ocorre no ultimo trimestre de
gestacdo, entre a vigésima-oitava e a trigésima-segunda semana. Embora o hCG seja
responsavel pelo estimulo das células de Leydig durante o periodo critico da
diferenciacdo sexual masculina, a partir da segunda metade da gestacédo o horménio
luteinizante (LH) do préprio feto devera manter esse estimulo para promover a

descida testicular e também o crescimento peniano (8).
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A diferenciacdo ovariana se inicia algumas semanas apos a testicular, por volta
da décima semana. Até recentemente acreditava-se que ocorria passivamente, em
decorréncia da auséncia do SRY, porém tem sido demonstrado que também envolve
a interacdo de determinados genes. E o caso de RSPO1 (R-spondinl), WNT4
(Wingless-Type MMTYV Integration Site Family, Member 4) e 3-catenina, componentes
da via que promove a diferenciacdo ovariana e inibem a formagé&o dos testiculos (30).
Outro componente importante € o fator de transcricdo FOXL2, considerado um
marcador da diferenciacdo ovariana. Esse gene é expresso nao sé no estagio inicial
do desenvolvimento dos ovarios, mas também nas células foliculares no periodo pos-
natal e na vida adulta, e acredita-se que tenha um papel no desenvolvimento e

manutencao dos foliculos durante o periodo fértil (7, 31).

Na auséncia de secrecdo de HAM, os dutos de Miiller se diferenciam nos
genitais internos femininos (Utero, trompas e por¢do superior da vagina). A
diferenciacdo dos dutos de Wolff, por sua vez, ndo ocorre na auséncia de secrecao
local de testosterona. Finalmente, como ndo ha estimulo pela DHT, o tubérculo
genital, as pregas genitais e as saliéncias labioescrotais ddo origem, respectivamente,
ao clitéris, aos pequenos labios e aos grandes labios, enquanto o seio urogenital
divide-se longitudinalmente para originar a uretra feminina e a porgéo inferior da
vagina (2, 8, 32). Um resumo do processo da diferenciacdo sexual normal pode ser

observado na figura 3.
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Figura 3. Esquema ilustrando de forma resumida o processo da diferenciagao
sexual normal. Determinacdo e diferenciacdo sexual normal em humanos. Nas
gbnadas XY, SRY promove a expressado de SOX9, com diferenciacdo das células de
Sertoli e inibicdo de genes pré-ovarianos. As células de Sertoli secretam HAM e as
células de Leydig testosterona, promovendo, respectivamente, a regressado dos dutos
de Muller e a diferenciacao dos dutos de Wolff. A testosterona € convertida em DHT,
gue masculiniza os genitais externos. Nas gbnadas XX, a expressdo de FOXL2,
RSPO1, WNT4 e B-catenina promovem a diferenciacdo ovariana e inibem a
diferenciacdo testicular. Na auséncia de HAM e de testosterona, ocorre a
diferenciacdo de genitais internos e externos femininos. [Fonte: adaptado: Gutiérrez
& Biason-Lauber, 2019 (14)].

1.2. Disturbios da diferenciacéo do sexo (DDS)

Como foi visto, a diferenciacdo sexual é um processo complexo que envolve a
expressédo de varios genes, alguns dos quais ja identificados. Variantes patogénicas
em genes envolvidos na cascata da diferenciacdo testicular ou na diferenciacao e
manutencao ovarianas, em genes envolvidos na esteroidogénese ou ainda naqueles
gue codificam receptores hormonais podem resultar em diversas anomalias gonadais

e(ou) genitais, incluindo ambiguidade genital, distarbios puberais e(ou) infertilidade.

Até o ano de 2005, individuos com anomalias congénitas do aparelho

reprodutor e ambiguidade genital eram classificados como portadores de intersexo,
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pseudo-hermafroditismo, hermafroditismo ou sexo reverso; além disso, ndo havia
padronizacdo em relacdo ao manejo nesses casos. Devido ao teor pejorativo dos
termos utilizados, e levando em conta os avancos no diagnostico, prognéstico e
conduta nessa area, foi realizada naquele ano uma reunido de consenso internacional
na cidade de Chicago, EUA, organizada pelas sociedades norte-americana e

europeia de endocrinologia pediétrica.

As conclusdes do Chicago Consensus Meeting foram publicadas no ano
seguinte (33), sendo entdo proposta uma nova nomenclatura, incluindo o uso do
termo disorders of sex development — DSD, que, dentre outras traducfes em
portugués, inclui distdrbios da diferenciacdo do sexo — DDS, para definir “condi¢des
congénitas em que o desenvolvimento dos cromossomos sexuais, das génadas ou
do sexo anatbmico é atipico”. Mais recentemente vem sendo revisto o uso do termo
“disturbio”, por sua conotagéo patoldgica e por haver grande variedade na gravidade
dos DDS; assim, o termo differences/diferencas vem sendo usado por varios autores
(4, 34, 35, 36, 37).

Em consonadncia com a complexidade do processo de determinacdo e
diferenciacdo sexual, ha ndo s6 ampla variedade etiolégica, mas também fenotipica.
O fendtipo pode variar desde genitais tipicamente masculinos ou femininos, em que
o diagnastico é feito devido a alteracdes puberais, até ambiguidade genital em graus

variados (38).

A incidéncia de ambiguidade genital em recém-nascidos é estimada, de um
modo geral, em 1:4.500 a 1:5.500 (39, 40). Ela varia, porém, nos diferentes grupos
étnicos: na Alemanha € 1:5.000, enquanto que em algumas populacdes arabes chega
a 1:2. 500 (40). Essa diferenca pode ser atribuida ao alto indice de consanguinidade
e endogamia presente em alguns grupos étnicos, resultando na maior incidéncia de

condi¢des de heranga autossémica recessiva (41, 42).

A classificagado dos DDS proposta pelo “Consenso de Chicago” baseou-se no

sexo genético (35):

1. DDS associados a alteracdes cromossdmicas. Incluem a sindrome de

Turner (45,X e variantes), a sindrome de Klinefelter (47,XXY e
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variantes), 45,X/46XY (disgenesia gonadal mista ou DDS-OT), e
quimeras 46,XX/46,XY (DDS-OT) (35, 43, 44);

2. DDS 46,XY. Incluem disturbios da diferenciacdo gonadal (DDS-OT,
disgenesia gonadal pura, disgenesia gonadal parcial e regressao
testicular), disturbios na sintese ou agcdo dos hormdnios testiculares
(testosterona, HAM) e ambiguidade genital associada a quadros
sindrémicos (35, 43, 44);

3. DDS 46,XX. Incluem disturbios da diferenciacdo gonadal (DDS-OT,
disgenesia gonadal pura e DDS XX testicular), excesso de andrégenos
fetais, fetoplacentarios ou maternos, auséncia congénita de Utero e
vagina e ambiguidade genital associada a quadros sindrémicos (35, 43,
44).

Ao nascimento, muitas vezes a ambiguidade genital € evidente até mesmo
para o leigo; outras vezes, é necessario exame médico cuidadoso para identificar
alteracdes mais discretas que exigem investigacao. Sao critérios para identificacdo
de DDS numa genitélia aparentemente feminina haver clitéris aumentado, fuséo labial
posterior ou massa palpavel em regido inguinal ou labial, que pode corresponder a
testiculo; devem ser também investigadas as recém-nascidas com histéria familiar de
insensibilidade completa a andrégenos. Numa genitalia aparentemente masculina,
testiculos ndo palpaveis bilateralmente, micropénis, hipospadia perineal com ou sem
gbnadas palpaveis ou hipospadia distal com uma ou ambas as gbnadas nao
palpaveis. Os recém-nascidos devem também sempre ser investigados se houver

discordancia entre o genital externo e o sexo genético pré-natal (33).

Como salientado no consenso de Chicago, os casos de DDS, principalmente
em recém-nascidos, necessitam ser tratados como emergéncias. No entanto, alguns
individuos podem vir a ser investigados mais tardiamente, na infancia ou
adolescéncia, devido a falha no diagnéstico neonatal da ambiguidade genital, pelo
achado de testiculos durante a corregcdo de hérnias inguinais em individuos
fenotipicamente femininos ou por alteragbes puberais, incluindo sinais de
androgenizacdo em meninas, amenorreia primaria, atraso puberal em ambos os

Sexos, ou por ginecomastia ou hematuria ciclica em meninos (33); podem também
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ser diagnosticados somente na vida adulta devido a infertilidade. Independentemente
da idade em que seja feita a investigacdo, esta deve ser realizada por equipe
multidisciplinar, cuja composicdo ideal inclui neonatologista, endocrinologista,
geneticista, cirurgido pediatrico, urologista, ginecologista e psicélogo para a
adequada conducdo dos casos e, nos recém-nascidos, para a atribuicdo do sexo
(33,45).

A avaliacdo clinica deve se iniciar com o levantamento de dados gestacionais
e pessoais, historico familiar, e com o exame fisico geral, dismorfolégico e por
aparelhos, sendo que no caso do aparelho reprodutor o exame da genitélia externa
permite identificar a posicdo do meato uretral, o tamanho do falo e a localizag&o das
gbnadas, definindo, assim, o grau de androgenizacdo. Este pode ser expresso por
meio da classificacdo de Prader (figura 4), elaborada originalmente para a descri¢ao
dos genitais de meninas 46,XX com hiperplasia adrenal congénita, mas que pode ser
utilizado também em outras condi¢des, ou pelo escore de masculinizagdo externa
desenvolvido para individuos 46,XY (34,35, 46, 47).
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Figura 4. Esquema ilustrando a Classificacdo de Prader. Classificacao de Prader
dos diferentes graus de androgenizacdo da genitalia externa a partir da genitalia
feminina normal (esquerda) e da genitalia masculina normal (direita). [Fonte:
adaptado de Ogilvy-Stuart e Brain, 2004 (48)].

A investigacao clinica deve ser complementada com exames endocrinolégicos
(mensuracédo de concentracfes hormonais); exames de imagem (ultrassonografia,
ressonancia magnética) para localizacdo das gbnadas e avaliagdo dos genitais
internos, principalmente a presenca ou ndo de Utero; e procedimentos cirdrgicos para
avaliacao direta dos genitais internos e biopsia gonadal para a realizacao de estudos

histopatoldgicos. Os exames genéticos incluem a analise de cariotipo com técnicas
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de bandamento G para identificacdo do complemento de cromossomos sexuais e
deteccdo de anomalias cromossdémicas numéricas e estruturais; hibridacéo in situ
fluorescente (FISH) com sondas centroméricas de X e Y para deteccdo de
mosaicismo de cromossomos sexuais e identificagcdo de cromossomos marcadores;
analise cromossbmica por microarray (CMA) para identificacdo de variacdes no
namero de copias (CNVs); sequenciamento de genes associados a DDS; e técnicas
de sequenciamento de alto rendimento, mais conhecidas como sequenciamento de
nova geracao (next generation sequencing, NGS) para investigacdo de casos de
etiologia indefinida (34, 35).

A atribuicdo do sexo em recém-nascidos com DDS leva em consideracdo o
diagndstico, que deve ser o mais preciso possivel, as caracteristicas da genitalia
externa, as opc¢oes cirurgicas, o potencial de puberdade espontanea e de fertilidade,
e o risco de neoplasias gonadais que indiquem remoc&o profilatica das génadas. E
fundamental levar em conta a visdo da familia e, em alguns casos, questdes culturais.
Desse modo, espera-se reduzir o risco de futura insatisfacdo com o sexo que foi
atribuido. E importante salientar que o género se desenvolve por influéncia de
multiplos fatores, como exposicdo intra-Utero a andrégenos, sexo cromossémico, e
também fatores familiares e sociais, 0 que torna a atribuicdo do sexo uma questao

bastante complexa (33).
1.3. Disturbios da diferenciacdo gonadal

Os disturbios da diferenciacdo gonadal (DDG) representam um grupo
heterogéneo de DDS em que ocorre o desenvolvimento atipico das génadas, levando,
consequentemente, a anomalias na diferenciacdo dos genitais internos e externos e
no desenvolvimento puberal. Nesse grupo pode haver gbnadas disgenéticas (também
denominadas gonadas em fita ou streaks), testiculos com diversos graus de
disgenesia e coexisténcia de tecido ovariano e testicular. O fendtipo pode ser
masculino, feminino, ou haver ambiguidade genital, e o cari6tipo pode ser normal

(46,XX ou 46,XY) ou revelar anomalias de cromossomos sexuais (quadro 1) (49, 50).
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Quadro 1. Classificacdo dos disturbios da diferenciacdo gonadal de acordo com o
caribtipo e fendtipo genital observado [Adaptado Lee et al., 2006 (33)].

Anomalias cromossémicas

DDS 46,XY

DDS 46,XX

45,X/46,XY - disgenesia
gonadal mista, DDS ovario-
testicular (A)

Disgenesia gonadal parcial

(A)

Disgenesia gonadal

(F)

pura

45 X — S. de Turner e suas

Disgenesia gonadal pura

DDS XX testicular (Homem

sindrémicos (A,F)

variantes (F) (F) 46,XX) (M,A)
47, XXY - S. de Klinefelter | Disgenesia gonadal | Disgenesia gonadal
(M) associada a guadros | associada a quadros

sindrdmicos (A,F)

46,XX/46,XY - DDS ovario-

DDS ovério-testicular (A)

DDS ovario-testicular (A)

testicular (A)

Sindromes de
testicular (A,F)

regresséo

A= ambiguidade genital; F= fenotipo feminino; M= fenotipo masculino
1.3.1. Quadro clinico

Na disgenesia gonadal pura, assim como na sindrome de Turner, ha duas
gbnadas disgenéticas e, portanto, nao ha secrecdo de HAM nem de testosterona;
assim, os genitais internos e externos séo tipicamente femininos e as pacientes sao
diagnosticadas na adolescéncia por atraso puberal e amenorreia primaria. O cariotipo
pode ser 46,XX (heranca autossdmica recessiva) ou 46,XY (mais frequentemente
mutacdes no gene SRY), tendo sido também descritas mutagdes no gene NR5A1 (45,
51, 52).

Ja na disgenesia gonadal mista (45,X/46,XY) e na disgenesia gonadal parcial
46,XY sao encontrados dois testiculos disgenéticos ou um testiculo disgenético e uma
gbnada disgenética. Pode haver derivados dos dutos de Miiller e os genitais externos
sdo ambiguos, o que faz com que esses pacientes sejam diagnosticados geralmente
na infancia (45, 53). Tanto a disgenesia gonadal pura quanto a parcial podem se

apresentar associadas a quadros sindrémicos em individuos 46,XY.

Na sindrome de Klinefelter (47,XXY) e no DDS XX testicular (anteriormente

conhecido como Homem 46,XX) os testiculos sdo pequenos, com auséncia de
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espermatogodnias nos tubulos seminiferos e os genitais internos e externos costumam
ser tipicamente masculinos, o que faz com que o diagndstico seja feito, na maioria
dos casos, por infertilidade. Ja nas sindromes de regressao testicular ha auséncia
macroscopica de testiculos em individuos 46,XY com evidéncias de funcédo testicular
pregressa (ao menos regressao dos dutos de Muller, mas podendo chegar também a

haver genitais internos e externos masculinos sem goénadas palpaveis) (45).

Finalmente, o DDS-OT caracteriza-se pela presenca de tecido ovariano e
testicular no mesmo individuo. O diagnéstico € feito em geral na infancia, por
ambiguidade genital externa, ou a partir da adolescéncia por sinais de
androgenizacdo em meninas ou de feminizacdo em meninos. O cariétipo pode ser
normal (46,XX ou 46,XY) ou revelar anomalias de cromossomos sexuais (como

mosaicismo ou quimerismo) (45).

1.3.2. Etiologia

Além das anomalias de cromossomos sexuais, variantes patogénicas em
varios genes que participam da diferenciacdo gonadal tém sido associadas a
distirbios da diferenciacdo gonadal. Ao menos 75 genes ja foram identificados,
incluindo SRY, SOX9, NR5A1, WT1, FOXL2 e WNT4, detalhados adiante (38, 54, 55).

1.3.2.1. Alteragbes cromossOmicas

Além de variantes de sequéncia de base Unica (single nucleotide variants,
SNV), anomalias de cromossomos sexuais também podem ser causa de disturbios
da diferenciagéo gonadal. Dentre elas estdo incluidas aneuploidias (45,X, 47,XXY),
anomalias estruturais, mosaicismo e quimerismo. O mosaicismo cromossoémico €
caracterizado pela presenca de duas ou mais linhagens celulares em um individuo
oriundas de um unico zigoto, e ocorre devido a erros na mitose. Ocorre com
frequéncia na sindrome de Turner e € a etiologia da disgenesia gonadal mista
(cariotipo 45,X/46,XY associado a ambiguidade genital). Ja no quimerismo as
linhagens encontradas séo oriundas de zigotos diferentes; um dos mecanismos € a
fertiizagdo de dois 6vulos seguida de fusdo dos zigotos, podendo originar a

constituicdo cromossomica 46,XX/46,XY, que é causa de DDS-OT (56).
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1.3.2.2. Alteracdes no gene SRY

Como descrito anteriormente, a expressao do gene SRY desempenha um
papel primordial na determinacéo gonadal em embrifes XY, levando a diferenciacéo
das gdnadas bipotenciais em testiculos. Esse gene é composto por apenas um éxon
e codifica um fator de transcricAdo com dominio de ligacdo ao DNA altamente
conservado (HMG domain), responsavel por regular a expressédo de SOX9. Variantes
patogénicas no gene SRY representam a maioria dos casos de disgenesia gonadal
pura 46,XY (52), e nos casos de DDS XX testicular a maioria apresenta um segmento
de Yp contendo o SRY translocado para o braco curto de um dos cromossomos X
(57).

1.3.2.3. Alteragdes em NR5A1

O gene NR5AL localizado em 9933, tem mais de 30 kb e desempenha um
papel importante na diferenciacdo sexual e na esteroidogénese. NR5A1 codifica a
proteina SF1 (steroidogenic factor 1), que é expressa nas glandulas adrenais e nas
gbnadas bipotenciais. Por ser um fator de transcricdo, SF1 atua na ativacédo e
repressdo de genes-alvo; assim, na diferenciacdo sexual masculina regula a
expressdo de SRY, SOX9 e do gene AMH (anti-mullerian hormone), que codifica o
HAM.

NR5A1 é expresso na crista urogenital e na gdbnada bipotencial; no testiculo ja
diferenciado, sua expressao ocorre nas células de Sertoli e posteriormente nas céulas
de Leydig, onde controla a expressédo de varias enzimas, como STAR (steroidogenic
acute regulatory protein), CYP11A1 (cytochrome p450 family 11 subfamily a member
1) e CYP17A1 (cytochrome p450 family 17 subfamily a member 1), que participam da

esteroidogénese (58,59).

Variantes patogénicas no NR5A1 em humanos ja foram associadas a
insuficiéncia ovariana primaria em individuos com cariotipo 46,XX e também a
diversas formas de DDS 46,XY, com ampla variabilidade fenotipica. Pode levar a
disgenesia gonadal pura (génadas disgenéticas, genitais internos e externos
femininos) e parcial (testiculos disgenéticos bilateralmente ou testiculo disgenético e
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gbnada disgenética associados a ambiguidade genital) (2, 7, 60, 61). Em um estudo
realizado por Fabri-Scallet e colaboradores (2019) foram identificadas variantes no
NR5A1 em 21 dentre 160 individuos com DDS 46,XY (62).

Variantes no NR5A1 ja foram identificadas em individuos com DDS-OT 46,XX
e DDS XX testicular, sendo a mais comum a p.Arg92Trp (63, 64, 65, 66).

1.3.2.4. Alteracdes no gene SOX9

SOX9, localizado em 17924, contém trés éxons e codifica um fator de
transcricdo altamente conservado. Variantes patogénicas de perda de funcéo
encontradas em heterozigose no SOX9 acarretam displasia campomélica [Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) #114290], caracterizada por alteracfes
esqueléticas e, em individuos XY, disgenesia gonadal pura (com genitais externos

femininos) ou parcial (com ambiguidade genital) (67, 68).

Por sua vez, duplicacées em regides reguladoras upstream a SOX9 j4 foram
identificadas em homens com DDS XX testicular SRY-negativo, indicando que este
pode desencadear a diferenciacéo testicular em gbnadas XX na auséncia de SRY
(69). Essas duplicagbes foram observadas em individuos com ginecomastia e
infertilidade por azoospermia (70, 71, 72) e também em pacientes com ambiguidade
genital e DDS-OT (72, 73). Nesses ultimos casos, 0s autores identificaram que as

duplicacdes haviam sido herdadas dos pais.
1.3.2.5. Alteragcdes no gene WT1

O gene WT1 € um fator de transcricdo composto por dez éxons e tem papel no
desenvolvimento gonadal e renal. Em individuos 46,XY, variantes patogénicas em
heterozigose no WT1 estdo associadas a sindrome de Denys-Drash (OMIM
#194080), na qual ha disgenesia gonadal parcial, ambiguidade genital e alto risco de
tumor de Wilms (nefroblastoma) e a sindrome de Frasier OMIM (#136680), na qual
hd gbnadas em fita, genitais internos e externos femininos e alto risco de

gonadoblastoma. Em ambas ha graves alteracdes na funcéo renal (74, 75).

Variantes patogénicas em heterozigose no WT1 também ja foram descritas em

individuos com DDS 46,XX, incluindo gbnadas em fita associadas a
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glomeruloesclerose segmentar focal (76), DDS XX testicular com ambiguidade
genital (77) e DDS-OT (78).

1.3.2.6. Alteracdes em WNT4

O gene WNT4, mapeado em 1p36.1, € membro da familia WNT e participa da
formacao dos rins, das gonadas e dos dutos de Muller. Atua nas vias antitesticulares
e pro-ovarianas e é expresso nas células pré-granulosas. Sua hiperexpressao em
individuos 46,XY leva a anomalias gonadais, ambiguidade genital e resquicios dos
dutos de Muller e de Wolff (79). Por sua vez, variantes patogénicas bialélicas em
individuos 46,XX determinam alteracdes renais, adrenais e pulmonares, além de DDS
testicular ou DDS-OT com ambiguidade genital (OMIM # 611812) (80).

1.3.2.7. Alteracdes em FOXL2

O gene FOXL2 esta localizado em 3p22.3, possui apenas um éxon e este
codifica um fator de transcri¢cdo que apresenta um dominio de ligagdo ao DNA do tipo
forkhead (6). Como mencionado anteriormente, FOXL2 é expresso no inicio do
desenvolvimento ovariano e continua sendo expresso nas células foliculares na vida
pos-natal e adulta, promovendo entdo o desenvolvimento dos foliculos ovarianos e
sua manutencao durante a vida fértil (2). Variantes patogénicas em FOXL2 estdo
associadas a sindrome de Blefarofimose, Ptose e Epicanto Inverso (BPES) (OMIM
#110100), caracterizada por malformacdes palpebrais e insuficiéncia ovariana

primaria (81).

1.4. Disturbios da diferenciacdo do sexo ovario-testicular

A presenca de caracteristicas fisicas femininas e masculinas em um mesmo
individuo € encontrada, na mitologia grega, na figura de Hermaphroditus, e a primeira
mencao a ele é feita pelo filosofo da Grécia Antiga Teofrasto. Hermaphroditus nasceu
da unido entre a deusa Afrodite e o deus Hermes e era extraordinariamente belo. Aos
15 anos de idade, ao se banhar numa fonte, foi observado por uma ninfa chamada
Salmacis, que se apaixonou por ele. Tendo sido rejeitada por ele, Salmacis implorou
aos deuses que 0s unissem para sempre; seu pedido foi atendido, e ambos foram

unidos em um unico individuo “com os dois sexos” (82).


https://www.omim.org/entry/110100
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Ao contrario dos Gregos, que consideravam criangcas com 0s dois sexos
simbolos de beleza fisica, 0s Romanos as consideravam mau prességio, e elas eram
condenadas a morte (83). Com o passar do tempo, 0 mundo antigo passou a ver o

hermafroditismo como uma excentricidade da natureza (82).

Apbs o Consenso de Chicago o termo hermafroditismo foi substituido por
disturbio da diferenciagéo do sexo ovario-testicular (DDS-OT), definido pela presenca
de tecido ovariano, contendo foliculos, e tecido testicular, contendo tubulos
seminiferos com ou sem espermatozoides, em um mesmo individuo (35). E uma

condicao rara que faz parte dos disturbios da diferenciacdo gonadal.

O DDS-OT tem uma incidéncia de 1:20.000 nascidos vivos (84). Os casos com
cariotipo 46,XX tém maior prevaléncia na Africa do Sul e Ocidental (85, 86); entre os
DDS com ambiguidade genital, sua frequéncia varia de 2 a 10% em diversas partes
no mundo (87, 88).

Os tecidos ovariano e testicular podem estar presentes em génadas separadas
ou na mesma gbnada, denominada ovotestis. A combinacdo gonadal mais frequente
€ a de ovotestis com ovario, seguida de ovotestis bilateralmente e de ovario e
testiculo; nesse ultimo caso, é mais frequente que o testiculo esteja do lado direito e
o ovario do lado esquerdo (86, 88, 89). Ipsilateral ao ovario observa-se derivados de
Muller, e ao lado dos testiculos derivados de Wolff; nos ovotestis o predominio é de
derivados dos dutos de Mdller. A classificacdo do DDS-OT pode ser feita de acordo
com o tipo e localizacdo das gbnadas em lateral (testiculo de um lado e ovario do
outro), bilateral (ovotestis dos dois lados) e unilateral (ovotestis de um lado e do outro

ovario ou testiculo normal ou gbnada disgenética ou auséncia de tecido gonadal) (90).

A analise histopatologica € necessaria para confirmacdo do diagndéstico de
DDS-OT; permite, ainda, nos casos com cariotipo 46,XX, descartar que se trate de
DDS XX testicular. Neste, antigamente denominado homem 46,XX, ha apenas tecido
testicular e na maioria dos casos a genitalia externa € masculina, com testiculos
pequenos, azoospermia e hipogonadismo hipergonadotréfico; em uma minoria dos
casos pode haver ambiguidade genital (91). A principal causa do DDS 46, XX testicular
€ um erro durante o crossing-over na regido pseudoautossémica dos cromossomos

sexuais em que o gene SRY, situado logo abaixo dessa regido, é translocado para o



36

braco curto do cromossomo X paterno (92, 93). Numa pequena parcela dos casos
ndo ha presenca do SRY; ja foi relatada a coexisténcia de DDS-OT e DDS XX
testicular SRY (-) em uma mesma familia, sugerindo que as duas condi¢cdes podem
ser manifestacfes diferentes de uma mesma alteracdo do desenvolvimento gonadal
(92).

A presenca de ambiguidade genital ndo é obrigatéria entre os casos de DDS-
OT, mas esta presente em sua maioria (88). Ha grande variacao fenotipica entre os
individuos, de genitais femininos tipicos a masculinos tipicos, passando por diferentes
graus de ambiguidade genital. Ha ainda ampla variabilidade em relagéo aos genitais
internos de acordo com a composi¢ao histolégica da gbnada e, consequentemente, a

secrecdo de HAM e testosterona na vida embrionaria.

Em relacdo aos genitais externos, é variavel o tamanho do falo, a posicdo do
meato uretral e a presenca de introito vaginal. Em individuos criados no sexo
masculino, é frequente a presenca de ginecomastia e hematuria ciclica na puberdade.
Apesar da funcdo hormonal ovariana ser mais preservada do que a testicular, a
producdo de andrégenos acarreta o surgimento de caracteres sexuais secundarios
masculinos. Ja foram descritos casos de ovulacao e gravidez em individuos DDS-OT
46,XX, mas a espermatogénese é rara (90).

De maneira geral, a maioria dos individuos possui cariétipo 46,XX,
correspondendo a 60% dos casos, e 10% apresentam cariétipo 46,XY com ou sem
alteragOes estruturais no cromossomo Y. Casos de mosaicismo ou de quimerismo
46,XX/46,XY representam 30% (88).

Em 90% dos casos 46,XX ndo € detectado o gene SRY, e sdo raras as
alteracbes no SRY nos casos 46,XY, tanto em sangue periférico quanto em
fibroblastos (94, 95, 96, 97, 98, 99, 100). No entanto, a maioria dos estudos utiliza
sangue periférico para deteccéo de SRY, e em alguns os resultados foram diferentes

guando se analisou o tecido gonadal.

Como ja mencionado, em pacientes 46,XX ja foram relatadas variantes
patogénicas nos genes NR5A1 e WT1, envolvidos no processo de diferenciacao
gonadal. Também ja foi identificada variante no gene NR2F2 (NFE2-related factor 2 )
(101), além de duplicagBes envolvendo os genes SOX9 e SOX3 (SRY-related HMG-
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box 3) (102), sendo essas ultimas por meio de CMA. Além disso, em casos de DDS-
OT 46,XX sindrémico foram detectadas variantes patogénicas bialélicas no gene
RPSO1 (R-spondin 1) (103, 104, 105, 106, 107, 108). Ademais, alguns autores ja
relataram deteccdo de SRY em tecido gonadal de individuos 46,XX por meio das
técnicas de hibridag&o in situ fluorescente (FISH) ou imunoistoquimica, como sera
visto adiante (99, 109, 110). Uma dele¢do parcial envolvendo o gene DMRT1
(doublesex and mab-3 related transcription factor 1) em individuo 46,XY ja foi

associado ao fenétipo desta condicéo (103).

1.4.1. A aplicagdo da hibridagdo in situ fluorescente (FISH) e da

imunoistoquimica ao estudo de individuos DDS-OT

As técnicas de citogenética molecular tém permitido a identificacdo, em
diferentes células, de anomalias cromossdmicas ndo detectaveis ao exame de
cariotipo quando se utiliza apenas as técnicas de bandamento. A hibridacéo in situ
fluorescente (FISH) surgiu no final dos anos 1980 e continua sendo empregada na
analise cromossOmica para identificacdo de alteracdes cromossémicas numéricas e
estruturais e localizacado de regides especificas nos cromossomos ou tecidos, por

meio de sondas de DNA marcadas com fluorescéncia (111).

Por meio da técnica de FISH é possivel identificar linhagens celulares
adicionais em outros tecidos, quando o cari6tipo em sangue periférico apresenta
apenas células com determinada constituicdo cromossémica, como ja demonstrado
em pacientes com DDS. Um exemplo é o achado de linhagens 45,X e 46,XY com o
uso de sondas especificas para os cromossomos X e Y no tecido gonadal de um
individuo com cariétipo 46,XY em sangue periférico, cujo quadro clinico era

compativel com disgenesia gonadal mista (associada a mosaico 45,X/46,XY) (112).

A técnica de FISH em gbnadas também ja foi empregada no estudo de um
paciente com DDS-OT e caribtipo 46,XX/46,XY. O estudo com sondas centroméricas
de X e Y corroborou os achados do caridtipo convencional ndo s6 em sangue
periférico, mas também em cultura de pele e gbnadas. Com excecdo da gbnada

direita, cuja constituicio cromossémica era 46,XX, os demais tecidos analisados
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apresentaram células contendo dois sinais de X e outras contendo um sinal de X e

um de Y. O estudo revelou ainda que se tratava de quimerismo tetragamético (113).

Outro estudo refere-se a um paciente com DDS-OT cujo primeiro cariétipo era
46,XY; areavaliacéo por citogenética convencional e FISH em culturas de fibroblastos
obtidas a partir de tecido testicular e ovariano revelou o cariotipo 46,XX/46,XY,
indicando a presenca de quimerismo. Anélises moleculares evidenciaram ainda que

se tratava de quimera partenogenética (114).

Além da técnica de FISH, a imunoistoquimica também tem sido empregada em
estudos de pacientes com DDS. O uso de anticorpos contra SRY levou a deteccao
dessa proteina em células de Sertoli e células germinativas em oito ovotestis de
pacientes 46,XX, sugerindo que mosaicismo ou quimerismo podem ser a causa mais
comum de DDS-OT (115).

Técnicas de imunoistoquimica com anticorpos especificos contra os fatores de
transcricdo SOX9 e FOXL2, necessarios para a diferenciacdo testicular e ovariana,
respectivamente, podem também ser empregadas no estudo de pacientes com DDS.
SOX9 é detectado em células de Sertoli da vigésima-terceira a trigésima-sétima
semana gestacional em meninos e FOXL2 em células da granulosa da vigésima-
guarta a quadragésima-primeira semana em meninas. Durante o desenvolvimento
embrionario ndo ha expressado de FOXL2 em tecido testicular normal nem de SOX9

em tecido ovariano normal (116).

Salas-Cortés e colaboradores (2001) analisaram a expressao da proteina SRY
em diversos estagios do desenvolvimento humano, do periodo embrionario até a vida
adulta. Ao estudar tecido gonadal masculino normal, os autores descreveram a
presenca do SRY no nucleo das células de Sertoli e das células germinativa de fetos
com 26 semanas de gestacédo, de um menino com um ano de idade e de um homem
com 32 anos. Ja em pacientes com DDS-OT 46,XX SRY-positivo e gdnada do tipo
ovotestis, 0s autores constataram a presenca de marcacdo da proteina SRY no
ndcleo das células de Sertoli, das células da granulosa, e das células germinativas

dos dois tipos de tecido gonadal (117).

Em estudo realizado com dois pacientes com DDS XX testicular e um com

DDS- OT 46,XX a técnica de imunoistoquimica com anticorpos contra SOX9 e FOXL2
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mostrou expressdo de SOX9 no tecido testicular dos trés pacientes e do FOXL2
somente no tecido ovariano da paciente com DDS-OT (118). O mesmo pode ser
observado em outros estudos, onde se constatou em pacientes com DDS-OT 46,XX
e 46,XX/46,XY a expressdo de SOX9 em tecido testicular e de FOXL2 apenas em
tecido ovariano (119).

Em pacientes com DDS de diversas etiologias, o padrao de marcacéo de SOX9
e FOXL2 correlaciona-se claramente com a presenca de tecidos testicular e ovariano
totalmente diferenciados. No entanto, em gbénadas disgenéticas (contendo somente
estroma ovariano) e em areas de tecido gonadal indiferenciado, embora a maioria das
células seja positiva para FOXL2, células isoladas ou corddes celulares com
marcacdo de SOX9 também podem ser identificados. Também foi observada a
presenca ocasional da proteina FOXL2 em células localizadas nos tubulos

seminiferos de alguns individuos com DDS (116).

1.4.2. Analise Cromossbémica por Microarray (CMA) em individuos com
DDS-OT

A CMA é uma técnica usada para deteccdo de alteragcdes cromossdmicas
estruturais com ganho ou perda no numero de cépias e que pode também identificar
regides de perda de heterozigose (LOH). O American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) recomenda o uso de CMA como primeiro teste para deteccao
de CNVs em individuos com atraso no desenvolvimento, deficiéncia intelectual,

autismo e(ou) anomalias congénitas mdultiplas (120).

Em DDS, o uso de CMA tém permitido a identificacdo e caracterizacdo de
delecdes e duplicagbes em pacientes 46,XX e 46,XY. Em um estudo com 52 casos
de DDS, a CMA possibilitou a identificacdo de aproximadamente 300 CNVs que
incluiam 68 genes ja associados a DDS (121). Ademais, CNVs em regifes
regulatérias, como as dos genes SOX3, WNT4 e NROB1 (nuclear receptor subfamily

0, group B, member 1), tém sido identificadas em pacientes com DDS (122, 123, 124).

DuplicacBes upstream ao gene SOX9 j4 foram relatadas em individuos com
DDS-OT 46,XX SRY-negativo, por meio da técnica de CMA. No estudo de Benko e
colaboradores (2011) um dos individuos apresentava uma duplicacdo de novo de

cerca de 605 a 695 kb e o outro uma duplicagédo de aproximadamente 148 kb. Os
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autores concluiram que as duplicacdes detectadas nesses dois pacientes poderiam
ativar o gene SOX9 em gbnadas XX e induzir a diferenciacao testicular (125). Um
outro relato € o de uma duplicacédo de 114 kb em 17g24.3 upstream ao gene SOX9,

incluindo sua regido promotora, em um paciente com DDS-OT 46,XX (126).

Além de duplicagbes em SOX9, foi descrita em um individuo com DDS-OT
46,XX uma delecéo de novo de 3 Mb em 15926, causando monossomia parcial dessa
regido, que engloba os genes NR2F2 e SPATAS (spermatogenesis associated 8), trés
genes nao codificantes (NR2F2-AS1 (NR2F2 antisense RNA 1), SPATA8-AS1
(SPATAS8 antisense RNA 1) e miR-1469 (MicroRNA 1469) e trés pseudogenes
(PGAM1P12 (phosphoglycerate mutase 1 pseudogene 12), RPL31P5 (ribosomal
protein L31 pseudogene 5) e FAM149B1P1 (family with sequence similarity 149
member B1 pseudogene 1), além de regides regulatérias contendo 15.000 sitios de
ligagdo para fatores de transcri¢do, incluindo sitios para SRY, SOX5 (SRY-related
HMG-box 5) e e SOX9 (101).

Finalmente, em dois pacientes com DDS-OT 46,XY foram detectadas dele¢cdes
em 9p24.3 incluindo DMRT1: uma delecdo de aproximandamente 35 kb causando
perda dos éxon 3 e éxon 4 desse gene (103) e uma delecdo em 9p24.3p23 associada
a duplicacdo 3p26.3p24.3 em uma paciente que apresentava varios dismorfismos
(127). A haploinsuficiéncia desse gene vem sendo também descrita em DDS 46,XY

com disgenesia gonadal parcial e pura (103).

1.5 Justificativa

A etiologia do DDS-OT ainda é desconhecida na maioria dos individuos com
caribtipo 46,XX e 46,XY. Estudos mostram que a maioria dos pacientes 46,XX nao
apresentam o gene SRY em sangue periférico e sdo poucos aqueles em que foram
identificadas mutacdes que levam ao aumento da expressao de genes pro-
testiculares ou expresséo insuficiente de genes pré-ovarianos (anti-testiculares). Por
sua vez, na maioria dos individuos 46,XY com DDS-OT ndo ha mutagbes no SRY

nem em outros genes responsaveis pela diferenciacao testicular.
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Em alguns desses pacientes ja foi detectada a presenca de outra linhagem
celular em tecido gonadal levando a diferenciagdo dos dois tipos de tecido. Assim
sendo, é possivel que ao menos parte dos individuos com DDS-OT 46,XX e 46,XY
sejam, na verdade, portadores de mosaicismo ou quimerismo oculto. Portanto, o uso
de FISH e(ou) outras técnicas moleculares para identificacdo de linhagens celulares
adicionais nas gonadas pode contribuir para elucidar a etiologia dessas afecgoes.

Além disso, sdo poucos os estudos ja publicados relacionados a expresséao das
proteinas SRY, SOX9 e FOXL2 em DDS, particularmente em DDS-OT. Portanto,
ainda sdo necessérios estudos adicionais em amostras de tecido gonadal desses
pacientes, de modo a ampliar o conhecimento cientifico a esse respeito.
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2. OBJETIVO

Geral:

Aprofundar o conhecimento sobre a etiologia e a fisiopatologia do disturbio da
diferenciacdo do sexo ovario-testicular em individuos com cariétipo normal (46,XX e

46,XY) em que a origem do quadro é indefinida.
Especificos:

a) investigar a presencga de outras linhagens celulares no tecido gonadal (mosaicismo

ou quimerismo oculto);

b) investigar a expresséo e localizacdo das proteinas FOXL2, SOX9 e SRY no tecido

gonadal,

c) investigar a presenca de desequilibrios gendémicos.
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3. METODOS

3.1 Casuistica

Dos 408 casos de ambiguidade genital atendidos no ambulatério do Grupo
Interdisciplinar de Estudos da Determinacéo e Diferenciacdo do Sexo (GIEDDS) no
Hospital de Clinicas (HC) da Unicamp em cerca de 25 anos (de 1989 a 2011), 21 (5%)
apresentavam DDS-OT com diversas constituicbes cromossomicas (128). Outros
dois foram diagnosticados nos anos subsequentes. A esses 23 foram aplicados os

seguintes critérios de incluséo:
- ambiguidade genital;

- diagnéstico de DDS-OT estabelecido por meio de exame histopatoldgico: presenca
de tecido testicular (com tubulos seminiferos) e ovariano (com foliculos ovarianos) na

mesma gonada ou em gbnadas opostas;

- cariotipo 46,XX ou 46,XY em sangue periférico (auséncia de alteractes

cromossOmicas que expliquem o fenétipo);

- estudo prévio do gene SRY em sangue periférico, estando este ausente nos
pacientes 46,XX e ndo apresentando mutacdes nos 46,XY;

- disponibilidade de tecido gonadal incluido em parafina para os estudos de
Hibridacéo in situ fluorescente (FISH), imunoistoquimica e Reac¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR);

- e disponibilidade de DNA extraido de sangue periférico para investigacdo de

variacdes no numero de copias (CNVs) por meio de CMA.

Uma andlise inicial da casuistica de DDS-OT do GIEDDS revelou que oito
pacientes preenchiam os critérios de incluséo, sendo seis 46,XX e dois 46,XY (quadro
2). Dentre os pacientes 46,XX, quatro sdo casos isolados nas familias, um tem um
irmao gémeo monozigotico com diagnostico de DDS 46,XX Testicular e outro uma
irm& com DDS 46,XX idiopético. Os dois pacientes 46,XY sdo casos isolados nas

familias.
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Também foi selecionado material de um individuo com DDS-OT associado a
quimerismo 46,XX/46,XY ja detectado em sangue periférico para ser usado como

controle na técnica de FISH.

Apos aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp (CAAE
65249316.0.0000.5404 e 65478617.2.0000.5404) (anexo 2 e 3), foi solicitado ao
blocario do HC o levantamento dos blocos com o tecido gonadal incluido em parafina.
Os cortes histologicos de cada paciente foram processados no Laboratorio de
Anatomia Patolégica do HC-Unicamp e posteriormente usados nas técnicas de FISH,
imunoistoquimica e extracdo de DNA para a reacdo em cadeia de polimerase
(polymerase chain reaction, PCR). A técnica de CMA foi realizada a partir do DNA
extraido de amostras de sangue periférico no Centro de Biologia Molecular e

Engenharia Genética (CBMEG) da Unicamp.



Quadro 2. Descricéo clinica de oito pacientes e um controle.
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Individuos |Cariétipo Idade Sexo | Sexo | Falo (cm) Uretra TG direito | TG esquerdo SRY
(meses)** | Inicial | Final
Al 46,XY 2,7 I F 0,5 Balanica Ovotestis Testiculo Sem mutacdes
A2 46,XY 19 M F 2 Perineal Testiculo Ovério*** Sem mutacdes
B1* 46,XX 9 M M 15 Penoescrotal| Testiculo Ovotestis Negativo
B2 46,XX 58 M F 2,5 Perineal Testiculo Ovotestis Negativo
B3 46,XX 2 M M 3 Peniana Testiculo Ovotestis Negativo
B4 46,XX 0,84 I F 2 Balanica Testiculo Ovério Negativo
B5# 46,XX 1,3 I F 1 Penoescrotal| Testiculo Ovotestis Negativo
B6 46,XX 18 F F 2,5 Perineal Ovotestis Ovotestis Negativo
C1 46,XX/46, 145 M M 4 Penoescrotal| Ausente Ovotestis NA
XY

**idade da primeira avaliacdo; *irma com DDS XX idiopético (ovarios bilateralmente); # irmao gémeo com
DDS XX testicular (testiculos bilateralmente); I: indefinido; NA= ndo se aplica; SRY: Estudo molecular de
4. SRY em sangue periférico; TG: Tecido Gonadal; ***laudo prévio a realizagéo deste trabalho.
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3.2 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

Para deteccado de outras linhagens celulares (mosaicismo ou quimerismo) em
tecido gonadal, foi inicialmente empregada a técnica de FISH no Laboratorio de
Citogenética Humana e Citogenémica (LCHC) da FCM - Unicamp. Inicialmente foi
utilizado o protocolo descrito pelo laboratério do Dr. Jeremy Squire. Além desse,
foram testados mais dois protocolos manuais e dois kits especificos para FISH em
material parafinado (anexo 1). O teste utilizando o kit Zytovision foi realizado no
Laboratorio de Citogenética do Centro Infantil Boldrini. Todos os protocolos utilizados
séo descritos a seguir, e em todos eles foram usadas laminas silanizadas contendo
cortes histolégicos de 5 ym e sonda X e Y (CEPX Spectrum green, CEPY Spectrum

orange; Vysis, Downers Grove, IL).

Protocolo do Laboratério do Dr. Jeremy Squire do Departamento de Patologia

e Medicina Molecular de Queen's University, Kingston, Canada

As laminas foram incubadas a 65°C, por 16 horas. Posteriormente, o material foi
desparafinizado em trés lavagens de xilol, 10 minutos cada em temperatura ambiente
(TA). Apos estarem secas, as laminas foram lavadas em etanol 100% duas vezes
durante 5 minutos cada em TA.

ApOs estarem secas, as laminas foram incubadas em HCI 0,2N por 30 minutos em
TA; posteriormente em citrato de sédio 10 mM/ EDTA 2mM por 45 minutos a 85°C e
em seguida em 2xSSC por 2 minutos em TA. Posteriormente foram incubadas em
dH20 (4gua destilada) por 10 minutos em TA e em HCI 0,2N por 2 minutos também
em TA.

As laminas foram incubadas em pepsina/0,01N HCI entre 10 a 30 minutos a 37°C.
Posteriormente, foram incubadas em dH20 por 10 minutos em TA e em 2xSSC por 5
minutos também em TA. Foram entdo desidratadas em série alcodlica 70%, 85% e
100% TA.

A sonda foi aquecida durante 5 minutos a 37°C, agitada em Vortex e centrifugada

rapidamente. As laminas foram aquecidas durante 5 minutos a 45°C e foram
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aplicados 10 pyL de sonda (CEPX Spectrum green, CEPY Spectrum orange; Vysis,
Downers Grove, IL; SRY Vysis, Downers Grove, IL). Foi colocada laminula de vidro
(22x22) sobre o material e esta foi vedada com cola de vinil. A co-denaturacao foi
realizada em chapa aquecida a 83°C, inicialmente durante 10 minutos. O tempo de
co-denaturacao foi alterado, variando entre 10 e 15 minutos. As laminas foram
incubadas em camara Umida durante 16 horas, inicialmente, a 37°C, variando o tempo

de incubacdo em camara umida entre 16 horas e 24 horas.

No dia seguinte, foram removidas com cuidado a cola e a laminula de vidro, e
as laminas foram incubadas em 0,4xSSC/0,3% Tween-20 durante 2 minutos a 72°C.
Posteriormente foram lavadas em 2xSSC por 5 minutos em TA. Em seguida, as
laminas foram montadas com 25 pL de DAPI Il sobre o material e laminula de vidro
(22x50).

Adaptacdo do protocolo de FISH em mucosa oral para tecido parafinado

As laminas foram desparafinizadas de acordo com o protocolo descrito por Dr.
Jeremy Squire Laboratory. Apos a desparafinizacdo, foram colocadas em solucéo de
2XSSC a 73°C durante 2 minutos, incubadas em solucdo de pepsina a 37°C durante

40 minutos e lavadas duas vezes em solugéo de PBS 1x.

Posteriormente, as laminas foram incubadas em solucdo de PBS 1x/
formaldeido 37% durante 5 minutos em TA, passadas duas vezes em solucédo de PBS
1x, desidratadas em série alcéolica 70%, 85% e 100% gelada e incubadas em TA até

estarem secas.

O material foi desnaturado em solucao 2xSSC/formamida 70% a 73°C durante

2 minutos e desidratado em série alcoolica 70%, 85% e 100% gelada.

Foram aplicados 5 pL de sonda (2,5 uL + 2,5 Hy-Buffer) sobre as laminas e
estas foram cobertas com laminula de vidro (22x22 mm). Posteriormente as laminas
foram colocadas em placa aquecida a 73°C durante 7 minutos e incubadas overnight
a 37°C.

No dia seguinte, foi removida cuidadosamente a laminula e as laminas foram

colocadas em solucdo 2xSSC/0,05% Tween-20 a 37°C durante 5 minutos. Em



48

seguida, as laminas foram lavadas em solug¢do 0,4xSSC/0,15% Tween-20 a 73°C
durante 2 minutos, posteriormente passadas em 2xSSC/0,05% Tween-20 em TA, e

entdo montadas com 15 uL de DAPI e laminula de vidro.

Protocolo para FISH em material parafinado do Laboratorio de Patologia—
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP)

Primeiramente foi feita a desparafinizacdo do material em quatro banhos de
xilol por 10 minutos cada e em seguida quatro banhos de etanol 100% durante 10
minutos cada, ambos em TA. As laminas foram guardadas em etanol 100% durante

um dia.

As laminas foram incubadas em NaSCN (tiocianato de sodio) a 80°C durante

12 minutos e posteriormente lavadas em dH20 em TA durante 3 minutos.

Foram colocados 36 mL de HCI 0,1N e 4 mL de solucédo de pepsina em um
borel, e as laminas foram incubadas nessa solucéo de pepsina por 12 a 20 minutos a
37°C. Posteriormente, as laminas foram lavadas em dH20 em TA durante 3 minutos

e depois desidratadas em série alcodlica 70%, 85% e 100% durante 2 minutos cada.

Foram aplicados 7 uL de sonda sobre o material, que foi entdo coberto com
laminula de vidro e vedado com cola de vinil. A co-denaturacéo foi realizada em placa
aquecedora a 80°C durante 10 minutos. As laminas foram incubadas em camara

Uumida overnight a 37°C.

No dia seguinte, foram retiradas as laminulas e as laminas foram colocadas
em Wash Buffer I (2xSSC + 0,3% Tween-20) durante 5 minutos em TA.
Posteriormente, foram incubadas em Wash Buffer a 73°C durante 2 minutos. As

laminas foram entdo montadas com 15 uL de DAPI e laminula de vidro.

Kit Aquarius Tissue Pretreatment (Cytocell - RU-LPS100)

Foi utilizado o protocolo descrito pelo fabricante:

Primeiramente foi feita a desparafinizacdo das laminas em trés lavagens em
xilol durante dez minutos. Posteriormente foram lavadas duas vezes em etanol 100%

durante dois minutos e em duas lavagens em etanol 70% durante dois minutos.
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As laminas foram colocadas em solugéo de pré-tratamento a 100°C durante 15
minutos e depois lavadas duas vezes em dH20 por 3 minutos cada.

Foram aplicados sobre o material 200 uL de enzima e as laminas ficaram em
TA durante 10 a 30 minutos. Foram entdo lavadas 3 vezes em dH20 durante 2
minutos e desidratadas em série alcodlica 70%, 85% e 100% durante dois minutos
cada.

Posteriormente, foram aplicados 7 uL de sonda sobre o material, que foi entdo
coberto com laminula de vidro e selado com cola de vinil. As laminas foram colocadas
a 37°C durante 10 minutos. A co-denaturacgao foi feita em placa aquecedora a 75°C
durante cinco minutos. As laminas foram incubadas overnight em camara umida a
37°C.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas em solucédo 0,4xSSC a 72°C durante
dois minutos e posteriormente em solugdo 2xSSC/0,05% Tween-20 por trinta

segundos em TA. Foram entdo montadas com 15 uL de DAPI e laminula de vidro.

Protocolo FISH em material parafinado - Kit Zytovision

Inicialmente as laminas com corte histolégico foram incubadas por 10 minutos
a 70°C. Posteriormente foi realizada a desparafinizacdo com dois banhos de xilol em
TA durante 10 minutos cada. As laminas foram incubadas durante 5 minutos cada em
etanol 100% (duas vezes), etanol 90% e etanol 70%, e lavadas duas vezes durante

2 minutos cada em agua deionizada.

As laminas foram entdo incubadas em solucdo Pre Treatment Solution Citric
durante 15 minutos a 98°C. Posteriormente foram lavadas duas vezes durante dois
minutos em agua deionizada. Foram aplicadas 3 gotas de Pepsina Solution sobre o
material e este foi incubado durante 15 minutos a 37°C. As laminas foram lavadas em
Wash Buffer durante 5 minutos e em dH20 por 1 minuto. O material foi desidratado
em série alcoodlica 70%, 90% e 100% durante 1 minuto cada. Foram aplicados 4 uL
da sonda sobre o0 material e este foi coberto com laminula e selado com cola de vinil.
A co-denaturacéo foi feita em placa aquecedora a 75°C durante 10 minutos. A lamina

foi incubada overnight em camara umida a 37°C.



50

No dia seguinte, foram feitas trés lavagens em Wash Buffer, sendo a primeira
lavagem durante 2 minutos a 37°C e as seguintes durante 5 minutos cada em TA. O
material foi desidratado em série alcodlica 70%, 90% e 100% durante 1 minuto cada.
A lamina foi seca em TA, foram aplicados 10 uL de DAPI e o material foi coberto com

laminula de vidro.
3.3. Extragcédo de DNA em tecido parafinado

Outra estratégia para deteccao de sequéncias de Y nos individuos 46,XX foi a
extracdo de DNA de tecido gonadal parafinado seguido de PCR para amplificacéo
dessas sequéncias. Para extracdo de DNA foi utilizado o kit QAmp mini kit - Qiagen
seguindo protocolo utilizado no Laboratério de Patologia da UNIFESP. Primeiramente
foram preparadas 10 laminas de cada paciente com cortes de 5 ym cada. Foi
selecionada a regido de interesse utilizando lamina de vidro; nesse processo, foram
descartadas as bordas de cada corte para evitar resultados falso positivos, visto que
o funcionario responsavel em fixar os tecidos era do sexo masculino. Apos a selecao
da regido de interesse, esta foi retirada da lamina com auxilio de lamina de barbear e

o material foi colocado em microtubo de 1,5 mL.

A desparafinizagdo do material foi feita adicionando 1 mL de xilol ao microtubo,
gue foi passado no vortex durante 5 segundos e centrifugado a 16000 rpm durante 5
minutos. Foi desprezado o sobrenadante e acrescentado 1 mL de etanol absoluto,
sendo o microtubo passado no vortex por 5 segundos e centrifugado a 16000 rpm
durante 5 minutos; essa etapa foi realizada duas vezes. Foi retirado o sobrenadante
e o microtubo foi incubado com a tampa aberta a 37°C até que o etanol evaporasse

totalmente.

Apbs a evaporacgdo do etanol foram adicionados 180 uL de tampéao ATL para
ressuspender o pellet e acrescentados 20 pL de proteinase K (30mg/uL). O microtubo
foi entdo passado no vortex por 5 segundos e incubado overnight a 56°C.

Posteriormente foram acrescentados 200 yL de tampao AL; o microtubo foi
entdo passado no vértex durante 15 segundos e incubado a 70°C por 10 minutos.
Foram adicionados 200 pL de etanol absoluto e o microtubo foi passado no vortex
durante 15 segundos; todo o conteudo foi transferido para a coluna do kit e

centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto. Foi entdo trocado o tubo da coluna e
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adicionados 500 pL de tamp&o AW1, seguindo-se centrifugacdo a 8000 rpm durante
1 minuto. Foi trocado o tubo da coluna novamente, adicionados 500 yL de tampéo
AW2, e foi feita nova centrifugacéo a 14000 rpm por 3 minutos. Foi mais uma vez
trocado o tubo da coluna e feita centrifugacdo por mais 1 minuto para que fosse

retirado todo o excesso da solucéo.

A coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e foram adicionados 50
ML de tampéo AE, permanecendo em TA durante 1 minuto. O material foi centrifugado
a 8000 rpm por 1 minuto e a coluna foi descartada. Apés a extracdo o DNA foi

guantificado no Epoch (BioTek) e armazenado a -15°C/-20°C.
3.3.1. Reag&o em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR para deteccao de sequéncias presentes em Yp e no centrémero de Y
foi realizada no Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da

Unicamp, conforme o protocolo padronizado no laboratorio.

Inicialmente foram feitas trés reacdes de PCR convencional utilizando os
primers descritos no quadro 3. Foram selecionadas trés regides: TSPY (engloba o
gene TSPY (testis specific protein Y-linked 1), localizado em Ypl11.2), XES (engloba
0 gene SRY localizado em Ypll.3) e DYZ3, que amplifica uma sequéncia
centromérica do cromossomo Y. Os primers para essa reacao da PCR convencional

foram denominados primers externos.

Quadro 3. Sequéncia de primers usados na PCR convencional.

Primers Sequéncia amplicon
Primer XES 10 5 GTG TTG AGG GCG GAG AAAT 3
Primer XES 11 5" CAC AAA CAT AGG CAG GCTCA 3 780pb
Primer TSPY 56 5 GA TAG GCC TCC ACT TCA TA3
Primer TSPY 52 5 GAT GAC ATAATG GCG GAG ¥ 1300pb
Primer DYZ3 A 5" TGA AAA CTA CAC AGN AAG CTG &
Primer DYZ3 B 5 ACA CAT CACAAAGAACTATG & 1100pb
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Em todas as reagfes foram utilizados controle positivo masculino (46,XY), controle
negativo feminino (46,XX) e controle branco. Os protocolos utilizados s&o descritos a

seqguir:

e Primer XES 10/XES 11: 18,2 uL H20, 2,5 pL Buffer, 0,7 uL MgClz, 1 pL dNTP
2mM, 0,7 pL Primer 1, 0,7 pL Primer 2, 0,2 pL Taq, 1 pL DNA. O ciclo utilizado
foi:

98°C -¥%
94°C — 45"

35ciclos L 60°C - 30”
72°C-1
72°C-5
Hold 4° C

e Primer TSPY 56/TSPY 52: 17,2 pL H20, 2,5 pL Buffer, 0,8 pL MgClz, 1,5 uL
dNTP 2mM, 1 pL Primer 1, 1 pL Primer 2, 0,2 pL Taq, 0,8 pL DNA. O ciclo

utilizado consiste em:

98°C -5
95°C -1’
30 ciclos { 56°C -1’
72°C -1
72°C-5
Hold 4° C

e Primer DYZ3 A/ DYZ3 B: 14,1 uL H20, 2 pL Buffer, 0,5 pL MgClz, 1 uL dNTP
2mM, 0,7 pL Primer 1, 0,7 pL Primer 2, 0,2 pyL Taqg, 0,8 pL DNA,

respectivamente. O ciclo utilizado consiste em:



98°C -%

95°C -1’

30 ciclos | 58°C -1’

72°C -1

72°C -5

Hold 4° C
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A amplificagao foi realizada em termociclador, e posteriormente os produtos da

PCR foram visualizados em gel de agarose a 1 %, corados com brometo de etidio e

fotografados em um fotodocumentador.

Nos casos em que nao ocorreu amplificacao, foi realizada nested PCR. Este

consiste em uma amplificagao utilizando primers internos para os primers da primeira

reacdo e o produto da PCR realizada anteriormente (quadro 4), garantindo uma

amplificacdo mais especifica da regido. Sendo assim foram utilizados primers internos

para SRY e TSPY (sequéncias localizadas em Yp) e para DYZ3 (sequéncia localizada

em regido centromérica do cromossomo Y). A representacdo esquematica dos

primers utilizados na PCR convencional e no nested PCR podem ser visto na figura

5.

Quadro 4. Sequéncia de primers usados no nested PCR.

Primers Sequéncia amplicon
Primer SRY 1 5' CAT CGA CCA GTG TGA AAC GGG AG3
Primer SRY 4 5 CAT TGT CGACGT ACAACCCTGTTGTC 3 380pb
Primer TSPY 35 5 CCC CACCTAGACCGCAGAGG ¥
Primer TSPY 30 5 GGG AAG AAG CCT AAG AGCACC & 608pb

Primer DYZ3 G

5 AGG CTTTTG TGG CCT ACG &

Primer DYZ3 H

5 ATC CTC CTG GAG ATACCAZ

330pb
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Figura 5. Representagdo esquemética da PCR convencional e do nested PCR.
O retangulo azul representa os primers utilizados na PCR convencional (XES 10/11,
TSPY 56/52 e DYZ3 A/B) e o retangulo verde representa os primers internos (SRY
1/4, TSPY 35/30 e DYZ3 G/H) usados no nested PCR. Inicialmente é realizada a PCR
convencional e posteriormente o nested PCR, utilizando o produto da primeira PCR.

O protocolo utilizado foi 0 mesmo descrito anteriormente; a Gnica alteragéo foi
a substituicdo de DNA pelo produto da PCR e a substituicdo dos primers. Em todas
as reacoes foram utilizados controle positivo masculino (46,XY), controle negativo
feminino (46,XX) e controle branco. Ap6s a amplificacdo, os produtos foram
visualizados em gel de agarose a 1 %, corados com brometo de etidio e fotografados

em um fotodocumentador.

3.3.2. Analise cromossdmica por microarray (CMA)

A técnica de Analise CromossO6mica por microarray (CMA) foi previamente
padronizada no Laboratério de Citogenética e Citogenbmica Humana da

FCM/UNICAMP e foi realizada utilizando os chips CytoScan 750K (pacientes A2, B1
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e B5) e HD Array (Affymetrix®) (B2, B3, B4 e B6), e o kit de reagentes compativel -
Reagent Kit Bundle (Affymetrix®). A técnica foi feita de acordo com as

recomendacdes do fabricante e consiste nas seguintes etapas:

Digestao do DNA:

- Foram adicionados DNA dos pacientes e DNA dos controles em uma placa de 96
pocgos com a solugao de digestao (em um tubo de 1,5 ml acrescentar 11,55 ul de agua
livre de nuclease (Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water), 0,2 yl de BSA 100X,
2,0 pl de tampéao da Nspl10X e 1,0 yl enzima Nspl para cada reagdo. Em seguida, a
placa foi selada e colocada no vortex trés vezes, posteriormente foi centrifugada a

2000 rpm por um minuto. A reagao foi incubada em termociclador nas seguintes

condicgodes:
37°C — 2 horas
65°C — 20 minutos
Hold 4°C
Ligacao:

- Em um tubo de 1,5 ml foram adicionados 0,75 pl de adaptador Nspl 50 uM, 2,5 pl
tampao da DNA Ligase T4 10X e 2,0 yl da enzima DNA Ligase T4. Em seguida, 0s
tubos foram colocados no vértex trés vezes. Foram distribuidos 5,25 ul da solugdo em
cada poco da placa. A placa foi selada novamente e colocada no vértex tréz vezes e
centrifugada a 2000 rpm durante um minuto. A placa foi incubada em termociclador
nas seguintes condicoes:

16°C — 3 horas

70°C — 20 minutos
Hold 4°C

Amplificacéo dos fragmentos por PCR:
- As amostras foram diluidas em 75 pl de agua livre de nuclease (Chilled Affymetrix®
Nuclease-Free Water) e transferidas 4 aliquotas de 10 ul de cada amostra para outra
placa de PCR. Em um tubo de 50 mL, foi preparada uma solugao contendo 39,5 ul de
agua livre de nuclease, 20,0 pl de reagente GC-Melt, 14,0 ul de dNTP, 4,5 pl de
iniciador (PCR Primer 002), 10,0 ul tamp&o da Tag TITTANIUMTM 10X, 2,0 ul da
enzima Taq DNA Polimerase TITTANIUMTM 50X. A solugéo foi colocada no vortex



56

trés vezes e em cada poco da placa foram distribuidos 90 pl dessa solugéo. A placa
foi selada, passada no vortex trés vezes e centrifugada a 2000 rpm por um minuto.

Posteriormente, a placa foi incubada em termociclador nas seguintes condicoes:

94°C — 3 minutos
94°C — 30 segundos

30 ciclos 1 60°C — 45 segundos
68°C — 15 segundos
68°C — 7 minutos
Hold 4°C

Purificacdo dos produtos de PCR:
- ApoOs incubacao em termociclador, os 4 produtos de PCR de cada amostra foram
transferidos para tubos de 1.5 mL correspondentes. Adicionou-se 720 pl do reagente
Purification Beads em cada amostra. Os tubos foram tampados e misturados por
inversdo, em seguida foram incubados em temperatura ambiente por 10 minutos.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 16.100 rcf durante trés minutos e
transferidos para um suporte magnético (MagnaRackTM). Foi retirado e descartado o
sobrenadante com auxilio de micropipeta e adicionado 1,0 ml do tampéao de lavagem
(Purification Wash Buffer) em cada amostra. Os tubos foram colocados no vértex por
dois minutos e centrifugados a 16.100 rcf durante trés minutos. Posteriormente, 0s
tubos foram colocados no suporte magnético e foi retirado o sobrenadante. Os tubos
foram centrifugados a 16.100 rcf por 30 segundos e com o auxilio de uma micropipeta,
foram retirados os residuos do tampéo de lavagem. Os tubos ficaram destampados
em temperatura ambiente por dez minutos. Foram adicionados 52 ul do tampao de
eluicdo as amostras e colocadas no vortex durante dez minutos. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 16.100 rcf por trés minutos e colocados novamente no suporte
magnético por dez minutos. Com auxilio da micropipeta, foram transferidos 47 pl de
cada amostra para 0s poc¢os correspondentes da placa de 96 pocos. A placa foi

selada, colocada no vértex trés vezes e centrifugada a 2.000 rpm por um minuto.

Fragmentacao:
- A etapa de fragmentacéo foi realizada com a placa sobre o bloco de refrigeragéo em
gelo. Inicialmente, foi preparada a solucéo de fragmentacdo um tubo de 1,5 ml. Para
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isso, foram adicionados 122,4 pl de agua livre de nuclease (Chilled Affymetrix®
Nuclease-Free Water); 7,2 ul de reagente de fragmentacao (2.5 U/ul); 158,4 pl de
tampao de fragmentagdo. Com auxilio da micropipeta, foram adicionados 10 ul da
solucdo em cada poco correspondente da placa. A placa foi selada, colocada no
vortex trés vezes e centrifugada a 4°C a 2.000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente,
a placa foi incubada em termociclador nas seguintes condigdes:

37°C — 35 minutos
95°C — 15 minutos
Hold 4°C

Pré-marcacao:
- A etapa de pré-marcagdo também foi realizada com a placa sobre um bloco de
refrigeracdo em gelo. Preparou-se a solucdo de pré-marcacdo em um tubo de 1,5 ml
contendo os reagentes: 2,0 ul de reagente de marcagdo do DNA (30 mM DNA
Labeling Reagent), 14,0 ul de tampé&o da TdT 5X e 3,5 yl de enzima TdT. Foram
adicionados 19,5 pl em cada pogo correspondente da placa. A placa foi selada,
colocada no vértex trés vezes e centrifugada a 4°C a 2.000 rpm durante 1 minuto. A

placa contendo a reacao foi incubada em termociclador nas seguintes condi¢des:

37°C — 4 horas
95°C — 15 minutos
Hold 4°C

Hibridacéo:
- Cada amostra foi hibridada em um Chip CytoScan 750K ou HD Array (Affymetrix®).
Preparou-se a solugao da hibridagdo em um tubo de 1,5 ml com 165,0 pl de tampéao
de hibridacéao I, 15,0 yl de tampao de hibridagao Il, 7,0 ul de tampao de hibridacéo i,
1,0 ul de tampéao de hibridagao IV e 2,0 yl do reagente Oligo Control 0100. Foram
distribuidos 190 ul nos pogos correspondentes de cada amostra. A placa foi selada,
colocada no vortex trés vezes e centrifugada a 2.000 rpm durante 1 minuto. Em
seguida, ocorreu a incubacao da reacdo em termociclador nas seguintes condigdes:
95°C durante 10 minutos, e mantidas em seguida a 49°C. Sem retirar a placa do
termociclador, utilizou-se uma micropipeta para transferir 200 ul de cada amostra nos

chips correspondentes. Os septos dos chips foram vedados com adesivo e colocados
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no forno de hibridacéo (GeneChip® Hybridization Oven 640; Affymetrix Inc.) a 50°C
por 18 horas a 60 rpm.

Lavagem e marcagéo:
- Com auxilio da micropipeta, foi removido o conteudo do chip e substituido por 200
ul de tampao do array (Array Holding Buffer). Cada chip foi inserido na estacao de
lavagem (GeneChip® Fluidics Station 450; Affymetrix Inc), onde ocorreram as etapas

de remocé&o do excesso de marcador, coloracédo e escaneamento.

3.3.3. Analise e interpretacao dos resultados de CMA

A andlise das imagens e dos dados gerados foi feita utilizando o software
especifico Chromosome Analysis Suite (ChAS) (Affymetrix®). As alteracoes
detectadas nas amostras dos pacientes foram comparadas com 117 controles
compostos por individuos da populacéo geral brasileira e 2.421 controles da base de
dados interna da Affymetrix (aDGV - Affymetrix Database of Genomic Variants)
disponivel no ChAS. Posteriormente as alteracées foram comparadas com a base de

dados DGV (Database of Genomic Variants).

A analise e interpretacdo dos resultados foram realizadas seguindo protocolo
do Laboratério de Citogenética/FCM, adaptado a partir de revisao da literatura (129 a
137), de acordo com as recomendacBes do American College of Medical Genetics

(ACMG) e do Grupo Europeu de Genética Humana.

e FEtapa 01: verificagdo dos parametros de qualidade através do software
Chromosome Analysis Suite (ChAS) (Affymetrix®), analisando o0s
seguintes parametros:

- SNPQC (Single Nucleotide Polymorphism Quality Control): = 15;
- MAPD (Median Absolute Pairwise Difference): < 0,25
- Waviness (Waviness Standard Deviation): < 0,12

e Etapa 02: estabelecimento do niumero minimo de sondas de cada filtro.
Para deteccdo de delecéo foi selecionado um filtro de no minimo 25
sondas consecutivas, e no minimo 50 sondas consecutivas para

duplicacdo. Para alteracdes em mosaico, foi selecionado o filtro de
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5.000 marcadores, tanto para dele¢cbes como para duplicagdes, e para
perda de heterozigose (LOH) no minimo 500 marcadores e tamanho de
1.500 kb.

Etapa 03: verificou-se se havia alterac6es maiores que ~ 500 Kb em
regides de desequilibrios gendémicos recorrentes e bem estabelecidos
como patogénicos. Foi realizada a comparagéo entre os dados clinicos
do paciente com os descritos na literatura (DECIPHER, OMIM,
GeneReviews ou artigos de revisao).

Etapa 04: para cada desequilibrio genédmico encontrado, verificou-se a
“‘confiabilidade” da alteragdao identificada pelo programa ChAS,
principalmente para as alteragcdes muito pequenas. Nessa etapa, foi
analisado o numero de marcadores destruidos dentro da regido do
desequilibrio, com o objetivo de verificar se a cobertura e distribuicéo
estavam boas ou ndo. Essa verificacdo foi realizada checando os
graficos de Log2 Ratio para averiguar se a alteragdo realmente existia
e se a alteracéo foi confirmada pelos oligonucleotideos de SNPs.
Etapa 05: apdés a analise inicial, as alteracbes que ndo foram
classificadas como patogénicas e nem benignas, foram interpretadas
utilizando o no UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/).
Para isso foi realizada a seguinte configuracao:

- Foi selecionada a versdo do genoma (Human assembly) hgl9, de
acordo com a versao do chip utilizado;

- Os genes presentes na regido da CNV foram avaliados quanto a
funcdo, padrdo de expressao e mutacdes associadas a condigoes
patogénicas, atraveés das seguintes bases de dados: ClinGen CNVs
(https://clinicalgenome.org/), OMIM Genes (https://www.omim.org/),
DECIPHER (www.deciphergenomics.org/brownser);

- Verificou-se se havia genes OMIM dentro da regido alterada, e se
incluia éxons.

- No DGV (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) foi verificado se a alteracao
ja& havia sido descrita. Se sim, foi analisado se era uma alteracdo
frequente ou rara. Foram consideradas alteragGes frequentes aquelas
presentes em mais de 1% dos individuos no DGV. Foram consideradas

raras aquelas ausentes no DGV ou encontradas em menos de dois
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individuos e em menos de dois estudos diferentes (133). No DGV
também foi observada a sobreposicdo da regido alterada com os
controles. Em caso de ndo ocorrer 100% de sobreposicao, verificou-se
se havia genes na regido sem sobreposicdo, se sim, a alteracdo nao
pode ser considerada como uma mesma alteracao;

- Nas bases de dados clinicos (DECIPHER e ClinGen), verificou-se se
a alteracdo ja havia sido descrita. Se sim, conferiu-se se o paciente
descrito na base de dados apresentava outras alteracdes e se eram
classificadas como patogénicas ou ndo. Também foi realizada a
comparacao do fendtipo entre os pacientes e 0s casos descritos nas

bases de dados, e se as alteracdes tinham tamanho igual ou menor;

Apés as etapas de analise, as alteracdes foram classificadas em cinco
diferentes classes, seguindo os critérios estabelecidos na literatura (131 a 133):

- Benignas: variantes comuns encontradas em mais de 1% da populacéo geral;

- Provavelmente benignas: variantes raras, porém sem genes em sua extensao
ou que compreendem regides intronicas. Alteracdo descrita em um ndmero
pequeno de casos (£1%), com pelo menos dois individuos em dois estudos
depositados em bases de dados da populacéo;

- Variante de significado clinico incerto (VOUS): variantes raras, ndo detectadas
em controles (interno e DGV) e que n&o foram descritas previamente em outros
pacientes com quadro clinico semelhante, podendo incluir éxons ou genes sem
funcao definida, néo relacionados a doencas.

- Provavelmente patogénicas: variantes raras, nao descritas nos controles, com
pontos de quebra sobrepostos parcialmente a outros individuos com fenétipo
anormal. Ademais, variantes descritas em um individuo com fenadtipo
semelhante e que incluem éxons de genes relacionadas a doengas.

- Patogénicas: variantes bem estabelecidas na literatura, descritas em dois ou
mais casos com fendétipo semelhante. No geral, sao alteracdes maiores que 3

a 5 Mb, incluindo varios genes.

Além da analise descrita acima, com foco em diagnéstico, foi realizada também
uma andlise com filtros de apenas 10 sondas (para duplicacédo e delecado) para

chamada de CNVs, com objetivo de identificar CNVs menores potencialmente
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relacionadas ao fendtipo. Apds aplicagcédo desses filtros foi realizada a inspecéo
visual dos graficos de Log2Ratio e SNPs, das regides dos genes SOX3, SOX9,
SOX10, WNT4, RSPO1, NR5A1 e DMRT1, considerando o intervalo de 1 Mb

upstream e downstream de cada gene.

3.4. Coloracao de HE

A coloracdo de HE foi realizada para auxiliar na confirmacéo e identificacéo
dos tubulos seminiferos em tecido testicular, e dos foliculos ovarianos em tecido

ovariano.

As laminas contendo cortes histolégicos de 4 um foram desparafinizadas em
estufa a 60°C durante 20 minutos. Posteriormente, foram incubadas em solucéo de
Xilol (I e Il, durante 5 minutos cada) e em seguida foi realizada hidratacdo, sendo
passadas em série alcodlica (100%, 80%, 70% e 50%) e incubadas em agua corrente

durante 5 minutos.

As laminas foram entdo incubadas em hematoxilina durante 3 minutos, em
agua corrente durante 5 minutos, em eosina durante 7 minutos, e passadas em agua
corrente trés vezes. Foram desidratadas em série alcodlica (50%, 70%, 80% e 100%)
durante 5 minutos cada e a fixa¢ao do corante foi realizada em duas lavagens em xilol
durante 5 e 10 minutos, respectivamente. A montagem das laminas foi realizada

utilizando Entellan neu (Merck, 1.07961, Darmstadt, Alemanha) e laminula de vidro.

3.5. Imunoistoquimica

Para deteccéo das proteinas SRY, SOX9 e FOXL2 em tecido gonadal dos
pacientes foi realizada a técnica de imunoistoquimica no Laboratoério de Patologia do
Centro de Investigacado em Pediatria - CIPED/ UNICAMP, com a colaboragéo do Prof.
Dr. José Vassallo e do biomédico Paulo Latuf Filho.

Os anticorpos utilizados foram SRY (mouse monoclonal, ab135239; Abcam,
Cambridge, MA, USA), SOX9 (mouse monoclonal, ab76997; Abcam, Cambridge, MA,
USA) e FOXL2 (goat polyclonal, ab5096; Abcam, Cambridge, MA, USA). Todas as
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reacOes foram feitas com controle negativo e controle positivo (FOXL2: ovéario/ SRY:
testiculo/ SOX9: célon), seguindo o mesmo protocolo utilizado nas laminas dos

pacientes.

As laminas silanizadas contendo cortes histolégicos de 4 um foram incubadas
a 100°C durante 25 minutos. Posteriormente foi realizada a desparafinizacdo em dois
banhos de xilol a 100°C durante 10 minutos cada e um banho de xilol em TA durante
10 minutos. As laminas foram passadas em etanol em TA durante 30 segundos. Em
seguida foram feitas trés lavagens em etanol absoluto, etanol 70% e etanol 50%. As

laminas foram incubadas em agua corrente durante 5 minutos.

O bloqueio da peroxidase endogena foi feita com H202 3% (dgua oxigenada 10
vol) com trés trocas de 10 minutos cada. Posteriormente foram incubadas em agua
corrente e em solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate buffered

saline) 10mM pH 7.4 por 5 minutos.

Para recuperacao antigénica as laminas foram colocadas em panela a vapor
por 30 minutos a 95°C, em Tampao Citrato 10 mM pH 6.0 para FOXL2 e Tampao
Tris-EDTA (pH=9.0) para SRY e SOXO9.

O bloqueio de proteinas de membrana foi realizado com solucdo de leite
Molico® Ca+ a 3% em agua destilada, por 30 minutos. Posteriormente, as laminas
foram incubadas com o anticorpo primario diluido em titulo pré-estabelecido (quadro
5), em tampao PBS contendo albumina bovina (BSA) 1% por 18-24 horas a 4°C em

camara Umida.

Quadro 5. Titulagcdo dos anticorpos e padréo de positividade.

FOXL2 SOX9 SRY
(nucleo) (nucleo) (nucleo e citoplasma)

1:1000 1:150 1:300
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Foram feitas 3 lavagens em PBS 1x em TA durante 5 minutos cada. Para o
anticorpo FOXL2, ap6s a lavagem em PBS 1x foi aplicado o anticorpo secundario

anti-goat e incubado durante 2 horas a 37°C.

Posteriormente, para os trés anticorpos, foi aplicado o Sistema Advance
(ADVANCE / HRP, Rb/Mo - Agilent Technologies) e as laminas foram incubadas em
TA durante 30 minutos, sendo entdo lavadas em PBS 1x (trés lavagens, durante 5
minutos cada). Posteriormente foi aplicado novamente o Sistema Advance e a seguir

as laminas foram lavadas em PBS 1x.

Foi aplicado DAB (Liquid DAB+ Dako Omnis) e as laminas foram incubadas
por 5 minutos. A contra-coloracao foi feita com hematoxilina durante 40 segundos. As
laminas foram lavadas em &gua corrente por 5 minutos, passadas em amonia 1% e
lavadas em agua corrente. Depois de estarem secas, foram passadas trés vezes em
etanol absoluto e trés vezes em xilol. A montagem das laminas foi feita utilizando
Entellan neu (Merck, 1.07961, Darmstadt, Alemanha).

Todas as laminas foram avaliadas em microscopio 6ptico comum pelos autores
e os resultados foram classificados em negativo (-), baixo positivo (+),

correspondendo a marcacdes fracas, e positivo (++).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Busca de mosaicismo ou quimerismo oculto

4.1.1. Técnica de FISH

Para identificacdo de linhagens celulares adicionais (mosaicismo ou
guimerismo oculto) em tecido gonadal, a técnica de FISH foi inicialmente realizada
por meio do protocolo descrito pelo laboratorio do Dr. Jeremy Squire, variando o
tempo de desparafinizacdo, incubacdo na pepsina, co-denaturacdo e hibridacao.
Como mencionado na secdo de Meétodos, apds varias tentativas infrutiferas foram
testados outros protocolos manuais e dois kits proprios para FISH em material
parafinado. Nos protocolos manuais também foram testadas variacdes nas etapas de
desparafinizacdo, tempo de incubacdo em pepsina, co-denaturacdo e hibridacdo

(anexo 1). Entretanto, mais uma vez nao foram obtidos resultados.

Com o objetivo de identificar se o problema se encontrava nos protocolos ou
nos tecidos incluidos em parafina, foi realizada FISH em uma biépsia de 2018 de um
paciente com DDS-OT 47,XXY, seguindo o protocolo utilizado no Laboratério de
Patologia da Unifesp e utilizando sondas CEP X/CEP Y. Logo na primeira tentativa foi
possivel visualizar duas marca¢des verdes (correspondendo ao cromossomo X) e
uma marcacdo vermelha (correspondendo ao Y) nos ndcleo, indicando cariétipo

47,XXY, sendo o mesmo observado em sangue periférico (figura 6).

Marcacdes verdes: sonda CEP X. Marcacao vermelha: sonda CEP Y.

Figura 6. Resultado de FISH em paciente controle. FISH em tecido gonadal
incluido em parafina com sondas CEP X/CEP Y de paciente 47,XXY em sangue
periférico.
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Além do uso de diferentes protocolos, também foram feitos contatos pessoais
com profissionais experientes na area a respeito das dificuldades inerentes ao
emprego dessa técnica em tecido parafinado. Todos relataram dificuldade em
conseguir resultados utilizando esse tipo de material. Dessa troca de informacgdes
concluimos que o ponto crucial para obtencdo de resultados de FISH em tecido
incluido em parafina é a etapa de fixacéo do tecido; esta depende do fixador utilizado,
e € necessario respeitar o tempo de cada etapa de fixacdo. Podemos observar que a
maioria dos tecidos parafinados selecionados para o projeto foram super-fixados
(figura 7), o que provavelmente prejudicou a realizagdo do método de FISH.

Lamina A: tecido com coloracao amarelada (super-fixado). Lamina B: tecido com aspecto adequado
para realizacdo de FISH.

Figura 7. Imagem comparando a qualidade dos cortes histolégicos entre os
pacientes. Laminas silanizadas com cortes de 5um de dois pacientes com DDS-OT.

A técnica de FISH é ideal para identificar linhagens celulares adicionais tecido-
especificas. Por ser uma condicao rara, sdo poucos os trabalhos na literatura que
descrevem a presenca de mosaicismo ou quimerismo oculto por meio de FISH em
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pacientes com DDS-OT (113, 114). Nesses trabalhos, porém, ndo foram relatadas
dificuldades na obtencéo de resultados por meio dessa técnica, o que pode se dever

a melhor qualidade no processo de parafinizacao.

De todo modo, neste trabalho néo foi possivel atingir o objetivo de pesquisar a
presenca de outras linhagens celulares restritas ao tecido gonadal por meio de FISH.
Quando sado estudadas condi¢gBes raras, como o DDS-OT, com casuisticas que
incluem pacientes atendidos ha muitos anos, cujas bidpsias passaram por um
processo de parafinizacdo que pode nao ser o ideal. Por outro lado, em servicos
universitarios voltados para a pesquisa em doencas raras € importante aprimorar o
processo de inclusdo dos tecidos em parafina visando a realizacdo de estudos

futuros.

4.1.2. Pesquisa de sequéncias de Y em pacientes 46,XX por PCR

Uma vez que ndo houve sucesso no emprego da técnica de FISH em tecido
gonadal incluido em parafina, foi realizada a PCR com primers especificos para
sequéncias do cromossomo Y utilizando DNA extraido desse mesmo tecido de trés
dos pacientes com cari6tipo 46,XX (2B, 5B e 6B), e dos dois pacientes 46,XY (Al e
A2), usados como controles. Nas reac¢des foram incluidos ainda o DNA de sangue
periférico de homem normal (46,XY, controle positivo) e o de mulher normal (46,XX,
controle negativo), e o DNA extraido de tecido incluido em parafina oriundo dos
ovarios de duas mulheres gonadectomizadas (controles negativos das reacdes) e dos
testiculos de dois pacientes 46,XY com insensibilidade total a andrégenos (controles

positivos).

Apbs a extracdo de DNA de material parafinado, foi realizada a quantificacao
para determinar a concentracdo das amostras usando Epoch Biotek, que quantifica
através do comprimento de ondas. A concentracdo obtida de DNA dos pacientes
variou de 0,8 ng/ul a 17,4 ng/ul (tabela 1), enquanto a concentracdo de DNA dos
controles de material incluido em parafina variou de 40 ng/ul a 93,9 ng/ul. As amostras
de DNA dos controles masculino e feminino extraidos de sangue periférico tinham

concentracao de 250 ng/ul.
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Tabela 1. Concentracdo do DNA extraido de tecido gonadal incluido em parafina de pacientes com DDS-OT e controles.

Paciente (sexo COL C()2 CM1 _ C()2 AL (XY) A2 B1 B2 B3 B4 B5 B6
genético) (NB)  (ND) vy (XY) XY xx (XX) (XX) (XX) (XX)
Gonada o o T T oTD TE OE  TD D OTE _ TD OTE OTD _TD OTD OTE
Concentracao 86 483 939 40 58 101 08 223 2.7 2.90 308 1714 235 117 57 36
(ng/ pt)

C(-): controle negativo em tecido gonadal; C(+): controle positivo em tecido gonadal; D: direita; E: esquerda; ND: cariétipo ndo disponivel, paciente clinicamente
compativel com 46,XX; O: ovario; OT: ovotestis; T: testiculo
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Na PCR com primers externos para XES, TSPY e DYZ3 n&o houve
amplificacdo dos fragmentos correspondentes nos pacientes. Os trés fragmentos
foram visualizados no controle positivo em sangue periférico (homem normal 46,XY),
no qual foram obtidos amplicons de 780 pb para XES, 1300 pb para TSPY e 1100 pb
para DYZ3 (tabela 2, figuras 8-11). Nos controles em tecido gonadal incluido em
parafina ndo houve amplificacdo das trés sequéncias de Y, observou-se amplificacédo

apenas para o controle masculino (XY) de DNA de sangue periférico (figuras 12 e 13).



Tabela 2. PCR com os primers externos para XES, TSPY e DYZ3 no DNA extraido de tecido gonadal incluido

pacientes com DDS-OT e controles.
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em parafina dos

Paciente

(sexo S S R W CS(-)  CS(+) B4 BS

genético) (ND) (ND) (XY) (XY)  (XX) (XY) Al (XY) A2 (XY) B1(XX) B2 (XX) B3(XX) XX)  (XX) B6 (XX)
Gbnada @) @] T T NA NA OoTD TE OE OTE TD OTE TD OTE OTD TD OTD OTE
XES - - - - - + - - - - - - . . . . . .
TSPY - - - - - + - - - - - - - - - - - -
DYZ3 - B B B - + - : - - - - - - - - - -

Reac0es feitas usando controle positivos e negativos e controle branco. C(-): controle negativo em tecido gonadal; C(+): controle positivo em tecido gonadal;
CS(-): controle em sangue negativo (46,XX); CS(+): controle em sangue positivo (46,XY); D: gbnada direita; E: gbnada esquerda; NA: ndo se aplica; ND:

cariétipo nao disponivel, paciente clinicamente compativel com 46,XX; O: ovario; OT: ovotestis; T: testiculo.
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L: marcador ladder de 1kb; 1: controle branco; 2: controle negativo (mulher 46,XX); 3: controle
masculino (homem 46,XY); 4: paciente Al (XY); 5: paciente A2 (XY); 6: paciente B2 (XX); 7: paciente
B5 (XX); 8: paciente B6 (XX) (gbnada direita); 9: paciente B6 (XX) (gbnada esquerda).

Figura 8. Imagem do gel de agarose da PCR convencional (XES) dos pacientes
Al, A2, B2, B5 e B6. Eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando fragmento de
780pb gerados pela técnica de PCR convencional utilizando primer XES em
individuos com DDS-OT e controles.

L1 2:3:'4 567 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18

L: marcador ladder de 1kb. 1: controle branco; 2: controle negativo (mulher 46,XX); 3: controle positivo
(homem 46,XY); 4: paciente Al (XY); 5: paciente A2 (XY); 6: paciente B2 (XX); 7: paciente B5 (XX); 8:
paciente B6 (XX) (génada direita); 9: paciente B6 (XX) (gbnada esquerda); 10: controle branco; 11:
controle negativo (mulher 46,XX); 12: controle masculino (homem 46,XY); 13: paciente Al (XY); 14:
paciente A2 (XY); 15: paciente B2 (XX); 16: paciente B5 (XX); 17: paciente B6 (XX) (gbnada direita);
18: paciente B6 (XX) (gbnada esquerda).

Figura 9. Imagem do gel de agarose da PCR convencional (TSPY e DYZ3) dos
pacientes Al, A2, B2, B5 e B6. Eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando
fragmento de 1300pb gerado pela técnica de PCR convencional utilizando primer
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TSPY (1-9) e fragmento de 1100 pb gerado pela técnica de PCR convencional
utilizando primer DYZ3 (10-18) em individuos com DDS-OT e controles.

AL 1 123456 7 8 91 BL 1 2 3 4 56 7 8 9 10

L: marcador ladder de 1kb. A: PCR XES - 1: controle branco; 1’: controle branco; 2: controle negativo
(mulher 46,XX); 3: controle positivo (homem 46,XY); 4: paciente Al (XY); 5: paciente B1 (XX); 6:
paciente B2 (XX) (gbnada direita); 7: paciente B2 (XX) (gbnada esquerda); 8: paciente B3 (XX) (gbnada
direita); 9: paciente B3 (XX) (gbnada esquerda). B: PCR TSPY - 1: controle branco; 1’: controle branco;
2: controle negativo (mulher 46,XX); 3: controle positivo (homem 46,XY); 4: paciente Al (XY); 5:
paciente B1 (XX); 6: paciente B2 (XX) (gbnada direita); 7: paciente B2 (XX) (gbnada esquerda); 8:
paciente B3 (XX) (gbnada direita); 9: paciente B3 (XX) (gbnada esquerda); 10: paciente B4 (XX).

Figura 10. Imagem do gel de agarose da PCR convencional (XES e TSPY) dos
pacientes Al, B1, B2, B3 e B4. Eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando
fragmento de 780pb gerados pela técnica de PCR convencional utilizando primer XES
em individuos com DDS-OT e controles (A) e fragmento de 1300pb gerado pela
técnica de PCR convencional utilizando primer TSPY (B).

L: marcador ladder de 1kb. 1: controle branco; 1’: controle branco; 2: controle negativo (mulher 46,XX);
3: controle positivo (homem 46,XY); 4: paciente Al (XY); 5: paciente B1 (XX); 6: paciente B2 (XX)
(gbnada direita); 7: paciente B2 (XX) (gbnada esquerda); 8: paciente B3 (XX) (gbnada direita); 9:
paciente B3 (XX) (gbnada esquerda); 10: paciente B4 (XX).

Figura 11. Imagem do gel de agarose da PCR convencional (DYZ3) dos
pacientes Al, B1, B2, B3 e B4. Eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando
fragmento de 1100 pb gerado pela técnica de PCR convencional utilizando primer
DYZ3 em individuos com DDS-OT e controles.
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L 95 9p 9p"gS gp gP” L _9S 9p 9P”"gs gP dP”

QP e QP’: controles femininos de DNA em tecido parafinado; 3P e &P”: controles masculinos de DNA
de tecido parafinado; J'S: controle masculino de DNA em sangue periférico; $S: controle feminino de
DNA em sangue periférico. L: marcador ladder de 1kb.

Figura 12. Imagem do gel de agarose da PCR convencional (XES e TSPY) dos
controles femininos e masculinos de DNA em tecido parafinado. Eletroforese em
gel de agarose 1% evidenciando fragmento de 780pb gerados pela técnica de PCR
convencional utilizando primer XES (A), fragmento de 1300pb utilizando primer TSPY
(B) em controles masculinos e femininos de DNA extraido de sangue periférico e de
tecido gonadal incluido em parafina.

L cB 9S 9P 9P” dS gP gP”

CB: controle branco; P e P’: controles femininos de DNA em tecido parafinado; P e 4P”: controles
masculinos de DNA de tecido parafinado; 4'S: controle masculino de DNA em sangue periférico; 9S:
controle feminino de DNA em sangue periférico. L: marcador ladder de 1kb.

Figura 13. Imagem do gel de agarose da PCR convencional (DYZ3) dos controles
femininos e masculinos de DNA em tecido parafinado. Eletroforese em gel de
agarose 1% evidenciando fragmento de de 1100 pb gerado pela técnica de PCR
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convencional utilizando primer DYZ3 em controles masculinos e femininos de DNA
extraido de sangue periférico e de tecido gonadal incluido em parafina.

Em seguida, foi feito o nested PCR utilizando primers internos para SRY, TSPY
e DYZ3 (tabela 3), onde foi possivel observar amplicons de 380 pb para SRY, 608 pb
para TSPY e 330 pb para DYZ3 no controle em sangue positivo (homem normal,
46,XY) (figuras 14 a 19). Nos dois pacientes 46,XY, Al e A2, ocorreu amplificagéo do
TSPY, porém DYZ3 amplificou apenas no A2 (figura 14) e a amplificacdo do SRY
estava ausente em ambos (figura 15). Ja nos casos 46,XX, no paciente B5 ocorreu
amplificacédo de SRY, TSPY e DYZ3 (figuras 15 e 16) e no paciente B6 observou-se
resultado positivo para TSPY e DYZ3 na gbnada direita e para SRY e TSPY na
gbnada esquerda (figuras 16 e 17). Nos pacientes B1 e B2 ocorreu amplificacédo de
SRY nas gbnadas esquerdas (figura 17). J& no paciente B3 observou-se amplificacdo
de DYZ3 na gbnada direita (figura 18). Apenas no paciente B4 nao ocorreu nenhuma
amplificacé@o (figura 18 e 19). Quanto aos controles em tecido gonadal incluido em
parafina, houve amplificacdo das trés sequéncias de Y tanto nos positivos (XY) quanto
nos negativos (femininos) (figura 20). Na reacdo mostrada na figura 20,
diferentemente do observado nas figuras 14 a 19, no controle masculino de DNA de

sangue periférico ndo houve amplificacdo somente do SRY.
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Tabela 3. Nested PCR com os primers internos para SRY, TSPY e DYZ3 no DNA extraido de tecido gonadal incluido em parafina
dos pacientes com DDS-OT e controles.

Z:;'jnte CH1 C(H2 CMH1 CH)2 csO) Cs) B1 B3 B4 5e

genético)  (ND) (ND)  (XY)  (XY) (XX) (XY) AL (XY) A2 (xy) (XX) B2 (XX) XX) X (xx) B6 (XX)
Gonada 0 0 T T NA NA OTD  TE OE TE TD OTE TD OTE OTD TD OTD OTE
SRY + + + + - + - - - + - + - - - + R +
TSPY + + + + - + + - + - - - - - - + + +
DYZ3 + + + + - + - - + - - - + - - + + -

Reac0es feitas usando controle positivos e negativos e controle branco. C (-): controle negativo em tecido gonadal; C(+): controle positivo em tecido gonadal,
CS(-): controle em sangue negativo (46,XX); CS(+): controle em sangue positivo (46,XY); D: gbnada direita; E: gbnada esquerda; NA: ndo se aplica; ND:
cariétipo nao disponivel, paciente clinicamente compativel com 46,XX; O: ovario; OT: ovotestis; T: testiculo.
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L1:2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

L: marcador ladder de 1kb; 1: controle branco; 2: controle negativo (mulher 46,XX); 3: controle positivo (homem
46,XY); 4: paciente Al (XY); 5: paciente A2 (XY); 6: paciente B2 (XX); 7: controle branco; 8; controle negativo
(mulher 46,XX); 9: controle positivo (homem 46,XY); 10: paciente Al (XY) (gbnada direita); 11: paciente A2 (XY);
12: paciente B2 (XX) (gbnada direita).

Figura 14. Imagem do gel de agarose do nested-PCR (TSPY e DYZ3) dos pacientes Al, A2
e B2. Eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando fragmentos de 608pb gerados pela
técnica de nested-PCR utilizando primer TSPY (1-6) e fragmentos de 330pb gerados pelo
nested-PCR com primer DYZ3 (7-12) em pacientes com DDS-OT (Al-gbnada direita e A2) e
controle positivo (XY).



76

L: marcador ladder de 1kb; 1: controle branco; 2: controle negativo (mulher 46,XX); 3: controle positivo (homem
46,XY); 4: paciente Al (XY); 5: paciente A2 (XY); 6: paciente B2 (XX); 7: paciente B5 (XX).

Figura 15. Imagem do gel de agarose do nested-PCR (SRY) dos pacientes A1, A2, B2 e B5.
Eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando fragmentos de 380pb gerado pela técnica
nested-PCR utilizando primer SRY em paciente com DDS-OT (B5) e controle positivo (XY).
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L: marcador ladder de 1kb; 1: controle branco; 2: controle negativo (mulher 46,XX); 3: controle positivo (homem
46,XY); 4: paciente B5 (XX); 5: paciente B6 (XX) (gbnada direita); 6: paciente B6 (XX) (gdbnada esquerda); 7: controle
branco; 8: controle negativo (mulher 46,XX); 9: controle positivo (homem 46,XY); 10: paciente B5 (XX); 11: paciente
B6 (XX) (gbnada direita); 12: paciente B6 (XX) (gbnada esquerda). Figuras com cores invertidas de uma mesma
reacao.

Figura 16. Imagem do gel de agarose do nested-PCR (TSPY e DYZ3) dos pacientes B5 e
B6. Eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando fragmentos de 608pb gerados pela técnica
de nested-PCR utilizando primer TSPY (1-6) e fragmentos de 330pb gerados pelo nested-PCR
com primer DYZ3 (7-12) em pacientes com DDS-OT (B5 e B6) e controle positivo (XY).

L 1 2 3 4 5

L: marcador ladder de 1kb; 1: controle branco; 2: controle negativo (mulher 46,XX); 3: controle positivo (homem
46,XY); 4: paciente B6 (XX) (gbnada direita); 5: paciente B6 (XX) (gdbnada esquerda).

Figura 17. Imagem do gel de agarose do nested-PCR (SRY) do paciente B6. Eletroforese
em gel de agarose 1% evidenciando fragmentos de 380pb gerado pela técnica nested-PCR
utilizando primer SRY em paciente com DDS-OT (B6) e controle positivo (XY).
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AL1 1723 456 7 8 910

L: marcador ladder de 1kb. 1: controle branco; 1’: controle branco; 2: controle negativo (mulher 46,XX); 3: controle
positivo (homem 46,XY); 4: paciente Al (XY); 5: paciente B1 (XX); 6: paciente B2 (XX) (gbnada direita); 7: paciente
B2 (XX) (gbnada esquerda); 8: paciente B3 (XX) (gbnada direita); 9: paciente B3 (XX) (gbnada esquerda); 10:
paciente B4 (XX).

Figura 18. Imagem do gel de agarose do nested-PCR (SRY e DYZ3) dos pacientes Al, B1,
B2, B3 e B4. Eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando fragmentos de 380pb gerado
pela técnica nested-PCR utilizando primer SRY (A) em pacientes com DDS-OT (B1 e B3) e
controle positivo (XY); e fragmentos de 330pb gerados pelo nested-PCR com primer DYZ3 (B)
em pacientes com DDS-OT (B3) e controle positivo (XY)
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L: marcador ladder de 1kb. 1: controle branco; 1': controle branco; 2: controle negativo (mulher 46,XX); 3: controle
positivo (homem 46,XY); 4: paciente Al (XY); 5: paciente B1 (XX); 6: paciente B2 (XX) (gbnada direita); 7: paciente
B2 (XX) (gbnada esquerda); 8: paciente B3 (XX) (gbnada direita); 9: paciente B3 (XX) (gbnada esquerda); 10:
paciente B4 (XX).

Figura 19. Imagem do gel de agarose do nested-PCR (TSPY) dos pacientes Al, B1, B2, B3
e B4. Eletroforese em gel de agarose 1% evidenciando fragmento de 608pb gerado pela técnica
de nested-PCR utilizando primer TSPY controle positivo (XY).
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CB: controle branco; QP e QP’: controles femininos de DNA em tecido parafinado; &P e &P”: controles masculinos
de DNA de tecido parafinado; &'S: controle masculino de DNA em sangue periférico; @S: controle feminino de DNA
em sangue periférico. L: marcador ladder de 1kb. Figuras com cores invertidas de uma mesma reacéo.

Figura 20. Imagem do gel de agarose do nested-PCR (SRY, TSPY e DYZ3) dos controles
femininos e masculinos de DNA em tecido parafinado. Eletroforese em gel de agarose 1%
evidenciando fragmentos gerados pela técnica nested-PCR (fragmento de 380 pb (A), utilizando
primer SRY, de 608 pb (B) utilizando primer TSPY, e de 330 pb (C) utilizando primer DYZ3) em
controles masculinos e femininos de DNA extraido de sangue periférico e de tecido gonadal
incluido em parafina.

Nossos resultados mostram, portanto, nitida diferenca no padrdo de amplificacdo das
sequéncias especificas do cromossomo Y dos controles de DNA de sangue periférico (46,XY e
46,XX) em relacao aos tecidos gonadais femininos e masculinos utilizados como controles. No
sangue periférico, como esperado, a amplificacdo das trés sequéncias de Y ocorreu no controle
46,XY e estava ausente no 46,XX, tanto na PCR convencional quanto no nested PCR. Por outro
lado, no tecido testicular dos controles XY a técnica ndo teve sensibilidade para detectar as
regides XES e TSPY na PCR convencional, e as trés sequéncias foram amplificadas somente
no nested. Além disso, no tecido ovariano em um dos controles femininos houve amplificacéo

das trés sequéncias de Y no nested.
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Os resultados dos controles tornam dificil a interpretacdo dos resultados dos pacientes
da amostra, uma vez que a falta de amplificacdo de determinadas sequéncias nos pacientes
46,XY pode corresponder a falsos negativos e a amplificacdo de sequéncias nos pacientes
46,XX pode corresponder a falsos positivos.

A validacdo destes resultados dos pacientes por alguma outra técnica teria como
empecilho a qualidade do DNA, que € um ponto crucial na PCR. A extracdo do DNA do tecido
gonadal teve como obstaculos o tamanho do fragmento da biopsia e a qualidade da fixacdo do
tecido. Isso porque quanto menor o tamanho do tecido, menor a concentracdo de DNA obtida;
além disso, a fixacdo do material interfere na qualidade do DNA, que pode estar degradado.
Ademais, a amplificacdo em controles femininos evidenciou uma possivel contaminacdo das
amostras, o que pode ter ocorrido pela manipulacdo dos fragmentos por profissionais da saude
e técnicos do sexo masculino. Outra estratégia para investigar a presenca de outras linhagens
celulares em nossa amostra poderia ser a analise de outros tecidos. No entanto, por ser um

estudo retrospectivo, a maioria dos pacientes ja ndo sdo acompanhados no servico.

Embora ndo tenha sido possivel detectar mosaicismo ou quimerismo oculto em nossa
amostra, é importante enfatizar que outros autores ja descreveram casos de DDS-OT com
cariétipo 46,XX em sangue periférico e 46,XX/46,XY em cultura de fibroblastos das génadas,
indicando um quimerismo oculto (113, 138, 139). Além de quimerismo, ja foram descritos
também casos de mosaicismo restrito as gbnadas em pacientes DDS-OT com cariotipo 46,XX

em sangue (140).

Como ja mencionado, o quimerismo pode ocorrer a partir da fecundacéo de dois ovocitos
ou de um ovacito e do primeiro corpusculo polar por dois espermatozoides e posterior fusao dos
zigotos formando apenas um individuo (141, 142). JA no mosaicismo as linhagens séo originarias
de um Unico zigoto. Pode ocorrer, por exemplo, a partir de um zigoto 47,XXY no qual, devido a
atraso anafasico numa divisao celular num estagio inicial do desenvolvimento embrionario, haja

perda de uma cromatide de Y, gerando uma linhagem 46,XX em mosaico com a linhagem
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47,XXY (143). O fendtipo dependeria da proporgao de cada linhagem celular nas génadas (140,
144, 145).

Outra estratégia que pode ser empregada em estudo futuro para investigar a hipétese de
mosaicismo ou quimerismo restrito as gbnadas é a extracdo de RNA do tecido gonadal incluido
em parafina, seguindo-se a sintese de cDNA por PCR via transcriptase reversa (RT-PCR) para
analise do transcriptoma. O transcriptoma € o0 conjunto completo de transcritos de um
determinado tecido e sua quantificagcdo em um determinado estagio do desenvolvimento ou
condico fisioldgica. E essencial para a interpretacéo de elementos funcionais do genoma, para
revelar os constituintes moleculares de células e tecidos e para compreender o desenvolvimento

normal e situacdes patologicas (146).

Até recentemente o transcriptoma vinha sendo analisado por meio de hibridizacdo em
microarrays ou métodos baseados em sequenciamento do cDNA por Sanger. A partir do final
dos anos 2000, as técnicas de sequenciamento de nova geracdo permitiram o desenvolvimento
de um novo método para obtencao do transcriptoma, denominado RNA-seq (RNA sequencing).
Nele, o RNA extraido é convertido a uma biblioteca de fragmentos de cDNA; cada molécula é
entdo sequenciada com técnicas de alto rendimento para obter sequéncias curtas de 30 a 400
pb (short reads), que sdo entédo alinhadas ao genoma de referéncia ou utilizadas para construir
um mapa contendo a estrutura transcricional e(ou) o nivel de expresséo de cada gene. A técnica
de RNA-seq ja foi aplicada a DDS na andlise do transcriptoma de testiculos de fetos e homens

adultos com a sindrome de Klinefelter (147, 148).

No caso especifico da amostra estudada neste trabalho, permitiria ndo so verificar se ha
expressao de sequéncias especificas do cromossomo Y no tecido gonadal dos pacientes 46,XX
e, com isso, detectar a presenga de mosaicismo ou quimerismo oculto, mas também analisar a
expressdo de outros genes envolvidos na diferenciagcdo gonadal, contribuindo, assim, para a

elucidacao da etiologia do DDS-OT.
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4.2. Busca de desequilibrios genémicos por meio de CMA

Foi possivel realizar a CMA em um dos pacientes com cariétipo 46,XY (caso A2) e de
todos os seis pacientes 46,XX (Bl a B6). Foram encontradas CNVs patogénicas nos casos A2
e Bl; nos demais foram encontradas somente variantes classificadas como benignas ou

provavelmente benignas.

Na paciente A2 foram encontradas duas CNVs patogénicas: uma delecéo terminal em 9p
e uma duplicagdo terminal em 18p: arf[GRCh37] 9p24.3p23(208454 13036611)x1,
18p11.32p11.23(136227_7961882)x3

A delecéo no braco curto do cromossomo 9 tem aproximadamente 12,8 Mb, estendendo-
se da banda p24.3 até a banda p23 e correspondendo a 3.514 sondas de oligonucleotideos. O
intervalo deletado possui 53 genes, dentre os quais 34 possuem entrada no OMIM. Com base
no numero de genes afetados, na extensdo da alteracdo detectada e nas informacdes

disponiveis em bases de dados no momento, a alteracéo foi considerada patogénica (figura 21).

C2171_JBS (CytoStan750K_Array).cy750K.cychp: Copy Number State (segments)

C2171_JBS (CytoScan750K_Array).cy750K.cychp: Log2 Ratio
15

C2171_JBS (CytoStan750K_Array).cy750K.cychp: LOH (segments)

Figura 21. Log2Ratio da delecdo em 9p24.3p23 do paciente A2. Delecéo de
aproximadamente 12,8 Mb no braco curto do cromossomo 9, estendendo-se da banda p24.3 até
a banda p23, entre as posi¢cdes gendmicas 208454 13036611 (Build 32.3/Hg 19) do paciente
A2.

Por sua vez, a duplicagdo no brago curto do cromossomo 18 tem aproximadamente 7,8

Mb, estendendo-se da banda p11.32 até a banda p11.23, correspondendo a 2.186 sondas de
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oligonucleotideos. O intervalo duplicado possui 51 genes, dentre os quais 23 possuem entrada
no OMIM. Com base no numero de genes afetados, na extensado da alteracdo detectada e nas
informacdes disponiveis em bases de dados no momento, a alteracdo também foi considerada
patogénica (figura 22).
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Figura 22. Log2Ratio da duplicacdo em 18p11.32p11.23 do paciente A2. Duplicagdo de
aproximadamente 7,8 Mb no braco curto do cromossomo 18 estendendo-se da banda p11.32
até a banda pll1.23, entre as posi¢cdes gendmicas 136227 7961882 (Build 32.3/Hg 19) do
paciente A2.

Dentre os genes incluidos nas duas CNVs chama a atencdo o DMRTL, localizado em
9p24.3, que se encontra, portanto, em copia Unica na paciente. Como ja mencionado, foram
relatados na literatura dois casos de DDS-OT 46,XY associados a haploinsuficiéncia desse gene
(103, 127), que ja vinha sendo associada também a disgenesia gonadal pura e parcial 46,XY
(149).

A reavaliacdo clinica da paciente, hoje adulta, revelou atraso no desenvolvimento
neuromotor, deficiéncia intelectual e varios sinais dismorficos. Seu exame de cariotipo,
previamente 46,XY sem alteracdes estruturais detectadas, foi refeito; foi realizado também o
cariétipo de seus pais. Na paciente foi possivel observar o cromossomo derivado 9, e 0 exame
da m&e mostrou uma translocacéao equilibrada entre o bra¢o curto do cromossomo 9 e o braco

curto do cromossomo 18.

Uma vez que a haploinsuficiéncia do DMRT1 pode levar ndo s6 a DDS-OT mas também

a disgenesia gonadal pura e parcial, sendo esta Ultima também caracterizada por ambiguidade
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genital, foi solicitada revisdo da lamina referente a bidpsia realizada no inicio dos anos 1990.
Essa revisdo colocou em duvida o laudo anterior que descrevia foliculos ovarianos escassos,
porém bem caracterizados; no entanto, o material remanescente da biopsia era escasso, 0 que

impede um diagndstico histologico definitivo.

Por sua vez, o paciente B1 apresentou uma duplicacao intersticial em Xq: arrfGRCh37]
X(q27.1(139357310 _140094746)x3. Essa duplicacdo tem aproximadamente 737 Kb,
correspondendo a 321 sondas de oligonucleotideos, no braco longo do cromossomo X,
envolvendo a banda g27.1, entre as posi¢cées gendmicas 139357310 140094746 (Build 32.3/Hg
19). O intervalo duplicado possui cinco genes, dentre os quais trés possuem entrada no OMIM:
0 gene SOXS3 e outros dois sem fenodtipo associado [CDR1-AS (CDR1 antisense RNA) e CDR1
(Cerebellar Degeneration Related Protein 1)]. Com base nas informacdes disponiveis em bases
de dados no momento, particularmente aquelas relacionadas a hiperexpressao do SOX3, essa
alteracéo foi considerada provavelmente patogénica.

O paciente B1 tem uma irma com DDS 46,XX idiopatico na qual foi detectada a mesma
duplicacdo por CMA,; essa duplicacdo esta ausente nos pais, cuja paternidade e maternidade
foram confirmadas, indicando assim mosaicismo em linhagem germinativa. Os casos sao
detalhados no artigo “SOX3 duplication in a boy with 46,XX ovotesticular disorder of sex
development and his 46,XX sister with atypical genitalia — evidence of germline mosaicism”

publicado pela revista American Journal of Medical Genetics.

Duplicacdes em Xq27.1 incluindo o SOX3 ja foram descritas em alguns casos de DDS-
OT 46,XX e de DDS 46,XX testicular (72, 150, 151, 152, 153, 154). Estudos indicaram que, em
individuos XX, o aumento de dose ou expressdo ectopica de SOX3 pode leva-lo a atuar
sinergicamente com NR5A1 para aumentar a expressao de SOX9 e ativar a via da diferenciacéo
testicular (150).

Portanto, em dois dos sete casos da amostra em que foi possivel realizar a CMA havia
uma CNV patogénica ou provavelmente patogénica envolvendo genes que participam do

processo de diferenciacao testicular e que ja foram associados a DDS-OT. Como ja mencionado



86

na introducao deste trabalho, o uso de CMA em DDS tem permitido a caracterizacao de delecdes
e duplicacbes causais tanto em pacientes 46,XX quanto 46,XY, sendo identificadas CNVs que
incluem genes ja associados a DDS (121) e outras em regides regulatorias, como as dos genes
SOX3, SOX9, WNT4 e NROB1 (122, 123, 124). Assim, nossos resultados indicam que a CMA
deve fazer parte da investigacao rotineira de pacientes com disturbios da diferenciacdo gonadal,
particularmente o DDS-OT.

Apesar dos demais casos nao apresentarem variantes patogénicas, o0 paciente B2
apresentou uma delecdo de 105 kb em 13q: arr[GRCh37] 13q14.2(48027448 48132734)x1
(figura 23). A variante foi classificada como provavelmente benigna por ndo possuir genes na
regido deletada. Porém, ao realizar a andlise no DGV, observou-se que essa variante foi relatada
em dois estudos populacionais, em apenas um individuo por estudo, sendo uma variante
extremamente rara. Nenhuma dele¢édo de tamanho semelhante nesta regido foi encontrada nas
bases de dados DECIPHER e ClinGen.
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Figura 23. Log2Ratio da delecdo em 13q14.2 do paciente B2. Delecao de aproximadamente
105 kb no braco longo do cromossomo 13, entre as posicdes gendmicas 48027448 48132734
(Build 32.3/Hg 19) do paciente B2.

As analises realizadas para detecdo de CNVs através da técnica de CMA possibilitaram

a exclusédo de CNVs grandes, > 100 kb. Entre os casos de CNVs em pacientes com DDS-OT,
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descritos na literatura, a maioria apresentava variantes maiores que 500 kb e em apenas trés
casos foram encontradas CNVs menores (quadro 6). Ohnesorg e colaboradores (2017)
detectaram uma duplicacdo pequena (248 a 323 kb) em 17q924.3, utilizando um microarray
customizado, com maior concentragcdo de sondas nas regides de interesse. Em suma, no
presente trabalho, CNVs grandes e patogénicas ao longo de todo o genoma puderam ser
detectadas ou descartadas, CNVs acima de 100 kb nas regifes dos genes de interesse também
foram descartadas. Porém, ndo se pode descartar pequenas alteracdes, abaixo do limite de
resolucdo do chip utilizado, envolvendo genes ja relacionados a DDS-OT ou outros genes
possivelmente relacionados a este fenoétipo. Para isso, deve ser usado um CMA customizado
com uma cobertura maior de sondas para 0s genes de interesse, ou outro método, como anélise

de CNVs em dados de sequenciamento genomico.

Quadro 6. Tamanho das alteracbes em pacientes com DDS-OT descritas na literatura.

Referéncia | Tamanho | Localizacédo | Posicdo gendémica (Hg 19) Gene
da
variante
73 150 kb Paciente 1: (69515001— SOX9
17024.3

69668000)x3 ; paciente 2:
69511806—69666935)x3
101 3.000 kb 15026 (95127653 98146649)x1 NR2F2,
SPATAS,
NR2F2-AS1,
SPATAS8-AS],
miR-1469,
PGAM1P12,
RPL31P5,
FAM149B1P1
103 ~35kb 9p24.3 (883300-918342)x1 DMRT1




104

500 kb

Xq27.1

(139541737_140043863)

SOX3,
RPS17P17,
CDR1,
MIR320D2

105

248 a
323 kb

17q24.3

(69311111-69558832)x3

SOX9

125

~762-780
kb

17q24.3

(68838024_69599915)x3

SOX9

126

1.114 kb

17q24.3

(69006280_70120619)x3

SOX9

154

2.200 kb

XQq27.1927.2

(139,499,778 141,777,782)

CDR1, LDOC1,

MAGEC1,
MAGEC2,
MAGECS,
SOXS,
SPANXAL,
SPANXB1,
SPANXBZ2,
SPANXC,
SPANXD

4.3. Imunoistoquimica

4.3.1. Avaliacao inicial com coloracdo de hematoxilina-eosina (HE)
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A coloracdo de HE foi realizada em todas as biopsias para identificacdo dos tecidos

ovariano e testicular; essa andlise foi feita com a colaboragédo da Profa. Dra. Liliana De Angelo

Andrade, do departamento de Anatomia Patologica da FCM - Unicamp. Na maioria das bidpsias,

nas regides correspondentes ao tecido testicular, havia tubulos seminiferos em fase pré-puberal

com pouca luz tubular e poucas células de Leydig. Nas regides ovarianas foram observados

foliculos primordiais e também foliculos grandes em desenvolvimento, como pode ser observado
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no paciente B3 (figura 36). As imagens dos tecidos de cada paciente com coloracdo de HE

podem ser visualizadas juntamente com os resultados de imunoistoquimica (figuras 26 a 54).

Na primeira biopsia da paciente A2 a gdbnada esquerda foi inicialmente classificada como
ovario devido a descri¢ado de “raros foliculos primordiais de aspecto habitual”; a reavaliacdo em
HE visando a andlise imunoistoquimica mostrou, porém, apenas estroma do tipo ovariano com
células foliculares, mas sem células germinativas. Na gbnada direita foi observado apenas tecido
testicular, sem areas de tecido ovariano que indicassem a existéncia de ovotestis (figura 35). E
possivel que ndo houvesse mais residuos do tecido ovariano descrito na avaliagdo original; no
entanto, dada a coexisténcia de tecido testicular e areas de estroma ovariano, ndo se pode
descartar que se trate de um caso de disgenesia gonadal parcial XY erroneamente interpretado

como DDS-OT, fato esse recorrente na literatura (50).

Posteriormente, como j& mencionado nos resultados e discussao referentes a CMA, foi
realizada nova andlise das laminas da paciente A2 pela Dra. Liliana Andrade a luz do achado de
haploinsuficiéncia do gene DMRTL1. Na gbénada direita, inicialmente descrita como testiculo,
havia caracteristicas de uma gdénada com fibrose, semelhante a estroma ovariano, desprovida
de células germinativas e com raros tubulos seminiferos de permeio, indicando grave disgenesia
testicular com predominio do aspecto de génada disgenética. Na gbnada esquerda o material
disponivel era escasso, mas focalmente havia 0 mesmo aspecto descrito no paragrafo anterior.
Diante da reanalise do material, ja ndo € possivel afirmar que a paciente A2 tenha, de fato, DDS-
OT.

E importante levar em consideracéo que o diagndstico histologico de DDS-OT foi feito,
nesse caso, no inicio dos anos 1990, quando néo sé a experiéncia do GIEDDS, criado em 1989,
era ainda pequena, mas também o conhecimento acerca dessa condi¢do, tanto clinico quanto
laboratorial, era escasso. De todo modo, esses achados demonstram a necessidade de maior
participacdo dos patologistas nos servicos de DDS, com discussdes anatomo-clinicas que
permitam a unido dos conhecimentos de cada area em prol de diagnésticos mais precisos que

permitam, por sua vez, uma melhor definicAo do prognéstico e da conduta mais adequada a
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conducdo de cada caso. E importante, ainda, que novos estudos retrospectivos relacionados a
disturbios da diferenciacdo gonadal sejam precedidos de revisdo dos laudos anatomo-

patologicos, particularmente aqueles emitidos ha muitos anos.

Além do paciente A2, houve divergéncia na analise realizada nesse trabalho com a
descricdo prévia do tecido gonadal nos pacientes B2, B4 e B5. O laudo histopatologico do
paciente B2 descreve a gbnada direita como testiculo, no entanto, foi observado nas laminas de
HE a presenca de ovotestis na segunda bidpsia. O mesmo ocorreu com 0s pacientes B4 e B5,
ambos apresentaram gbnada direita do tipo ovotestis, com a presenca de foliculos ovarianos e

tubulos seminiferos.

4.3.2. Reac¢Oes de imunoistoquimica

Todas as reacdes de imunoistoquimica foram realizadas utilizando controles positivos e
negativos para cada anticorpo. O tipo de tecido escolhido para ser usado como controle e a
titulacao foram definidos pelo patologista Prof. Dr. José Vassallo, do departamento de Anatomia

Patolégica da FCM - Unicamp. (figura 24).
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Figura 24. Reacdo de imunoistoquimica nos controles positivos e negativos. Al: controle
negativo para FOXL2 - tecido: ovario; A2: controle positivo para FOXL2 - tecido: ovario; B1:
controle negativo para SOX9 - tecido: colon; B2: controle positivo para SOX9 - tecido célon; C1.:
controle negativo para SRY - tecido: testiculo; C2: controle positivo para SRY - tecido: testiculo.
Aumento: 100x.

Como mencionado anteriormente, SRY, SOX9 e FOXL2 séo excelentes marcadores de
tecido testicular (SRY e SOX9) e ovariano (FOXL2), porém poucos trabalhos investigaram a
presenca dessas proteinas em tecido gonadal de individuos com DDS-OT. No presente trabalho,
foram analisados materiais de bidépsia gonadal e gonadectomia dos oito pacientes com
diagnostico prévio de DDS-OT. Embora os resultados observados em relagéo ao FOXL2 tenham
sido os esperados, com positividade apenas em tecido ovariano (tabela 4), os achados em
relacdo aos marcadores SOX9 e SRY sao de dificil interpretacdo. Além disso, como pode ser
observado nessa mesma tabela, houve variagcdo nos resultados entre diferentes amostras de
biopsia e de gonadectomia de um mesmo individuo. Desta forma, com o objetivo de verificar a
especificidade dos anticorpos foi realizado um teste usando o FOXL2 em tecido testicular, e 0
SOX9 e SRY em tecido ovariano (figura 25). Vale ressaltar que os cortes usados foram dos
mesmos individuos definidos como controle negativo e positivo antes da realizacdo dos ensaios
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com os pacientes do presente trabalho. Observou-se reagcédo de fundo em ambas as reacoes,

nao sendo possivel determinar se 0s anticorpos possuem baixa especificidade ou se € um
problema da técnica.

Tdbulos seminiferos indicados pela seta e estroma do tipo ovariano indicado pelo asterisco (*). A: FOXL2; B: SOX9;
C: SRY. Aumento 100x

Figura 25. Reacdo de imunoistoquimica teste em tecido ovariano e testicular. Teste de

imunoistoquimica usando anticorpo FOXL2 em tecido testicular (A); e SOX9 (B) e SRY (C) em
tecido ovariano.
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Tabela 4. Resultados de imunoistoquimica com os anticorpos anti-FOXL2, SOX9 e SRY da
amostra de pacientes com DDS ovario-testicular.

Paciente/cariétipo Bi6psiaidade*  Génada FOXL2 SOX9 SRY
Bx1 OTD: TS - ++ ++
Al 12 meses OT D: FO ++ - +
46,XY Bx2 OTD: TS - ++ -
24 meses OT D: FO ++ ++ -
A2 Bx1 (22 meses) TD:TS - - +
46,XY Bx2 TD: TS - ++ ++
28 meses OE: FO MI Ml Ml
Bx1 TD: TS - ++ R
B1 25 meses OTE: TS - ++ -
46,XX Bx2 OTE: TS - - -
32 meses OTE: FO ++ - ++
OT D: FO ++ + -
Bx1
OTD: TS - ++ R
59 meses
B2 TE: TS - ++ -
46,XX OT D: TS - - ++
Bx2 OT D: FO ++ + -
60 meses OTE: TS - - ++
OT E: FO ++ + -
B3 Bx1 TD: TS - - -
46,XX 147 meses OE:FO ++ - +
Bx1 TD: TS - ++ -
B4 2 meses OE:FO ++ + -
46,XX Bx2 OTD: TS - ++ -
16 meses OT D: FO ++ + -
B5 Bx1 OTD: TS - - ++
46,XX 5 meses OT D: FO ++ - -
B6 OTD: TS - ++ -
46,XX OT D: FO* MI MI MI
Bx1 OTE: TS - ++ _
24 meses OT E: FO ++ + -
Bx2 OTD: TS - - ++
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36 meses OT D: FO ++ - ++
OTE: TS - ++ ++
OTE: FO ++ ++ -

Bx1: primeira biépsia ou bidpsia Unica; Bx2: segunda biopsia; D: direita; E:esquerda; FO: foliculo ovariano; MI: material
insuficiente; O: ovario; OT: ovotestis; T: testiculo; TS: tibulo seminifero; ++ :positivo; + :baixo positivo; - :negativo; *idade no
momento da bidpsia; * regido destruida em que foram analisados poucos foliculos ovarianos

Pacientes 46,XY

Paciente Al (ovotestis a direita, testiculo a esquerda): No tecido ovotestis da primeira
bidpsia, observou-se FOXL2 positivo apenas em foliculo ovariano (figura 26). Embora a
expressao de SOX9 e SRY em tubulos seminiferos na primeira bidpsia da gbnada direita sejam
esperadas em situac6es normais (figura 27) e a ndo positividade do SRY na segunda bidpsia
possa ser decorrente de questdes técnicas (figura 28), chama a aten¢édo o achado observado
no ovotestis direito. Nela houve resultado positivo para SOX9 ndo somente em tubulos
seminiferos, mas também em foliculo ovariano (figura 27). O fato de SOX9 estar também positivo
nesse foliculo torna esse achado mais dificil ainda de interpretar, uma vez que ha normalmente
uma relacdo inversa na expressao desses dois genes, sendo o FOXL2 expresso em tecido

ovariano, mas nao no testicular e o inverso ocorrendo em relacao a expressao do SOX9.
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Tubulos seminiferos indicados pela cabeca de seta e foliculos ovarianos indicados pela seta, indicando ovotestis.

A: ovotestis em coloracdo HE. B: FOXL2 positivo em foliculo ovariano.C: SOX9 negativo em foliculo ovariano. D:
SRY baixo positivo em foliculo ovariano. Aumento 100x.

Figura 26. Reacao de imunoistoquimica da génada direita (12 biépsia) do paciente Al,
tecido ovariano. Coloragdo de HE e imunoistoquimica da primeira bidépsia da gbonada direita
(ovotestis) do paciente Al (46,XY) com énfase nos foliculos ovarianos.
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Tdbulos seminiferos indicados pela cabeca de seta e foliculos ovarianos indicados pela seta, indicando ovotestis A:
tibulos seminiferos em coloragéo HE. B: FOXL2 negativo em tibulos seminiferos. C: SOX9 positivo em tdbulos
seminiferos. D: SRY positivo em tdbulos seminiferos. Aumento 100x.

Figura 27. Reacdo de imunoistoquimica da gbnada direita (12 bidépsia) do paciente Al,
énfase no tecido testicular. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da primeira biopsia da
gbnada direita (ovotestis) do paciente Al (46,XY) com énfase nos tubulos seminiferos.
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Tdbulos seminiferos indicados pela cabega de seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 negativo em tdbulos seminiferos.
C: SOX9 positivo em tubulos seminiferos. D: SRY negativo em tdbulos seminiferos. Aumento 100x.

Figura 28. Reacdo de imunoistoquimica da gbnada direita (22 bidépsia) do paciente Al.
Coloracdo de HE e imunoistoquimica da segunda biépsia do gbnada direita (ovotestis) do
paciente Al (46,XY) com énfase nos tubulos seminiferos.

Paciente A2 (testiculo a direita, gbnada esquerda disgenética): Neste paciente, no
gual a avaliacdo por HE para este trabalho ndo detectou foliculos ovarianos a esquerda, mas
apenas estroma do tipo ovariano, so foi possivel analisar o tecido testicular em duas bidpsias
(figuras 29 e 30). Somente na segunda bidpsia SOX9 foi positivo em tubulos seminiferos, assim
como SRY (figura 30).
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Tubulos seminiferos indicados pela cabeca de seta. A: coloracdo HE. A#: estroma do tipo ovariano. B: FOXL2

negativo em tubulos seminiferos. C: SOX9 negativo em tibulos seminiferos. D: SRY fracamente positivo em tabulos
seminiferos. Aumento 100x.

Figura 29. Reacao de imunoistoquimica da génada direita (12 biépsia) do paciente A2.
Coloracdo de HE e imunoistoquimica da primeira biopsia da gbnada direita (testiculo) do
paciente A2 (46,XY), evidenciando apenas tubulos seminiferos.
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Tabulos seminiferos indicados pela cabec¢a de seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 negativo em tlbulos seminiferos.
C: SOX9 positivo em tabulos seminiferos. D: SRY positivo em tdibulos seminiferos. Aumento 100x.

Figura 30. Reacdo de imunoistoquimica da génada direita (22 bidépsia) do paciente A2.
Coloracdo de HE e imunoistoquimica da segunda biopsia da gbnada direita (testiculo) do
paciente A2 (46,XY), evidenciando apenas tubulos seminiferos.

Uma vez que o diagndstico de DDS-OT na paciente A2 ndo foi corroborado pelas revisdes
de laminas, a discussao da imunoistoquimica nos casos com cariotipo 46,XY limita-se a paciente
Al, na qual chama a atencao a co-expressdo de SOX9 e FOXL2 em foliculo ovariano, que ndo
foi observada em outros estudos (116). Este achado € de dificil compreensao, uma vez que ha
normalmente uma relacdo inversa na expressao desses dois genes, sendo o FOXL2 expresso
em tecido ovariano, mas nao no testicular, e o inverso ocorre em relacdo a expressao do SOX9.

Esses achados dependem, porém, de comprovacao futura com outra técnica, como o RNA-seq.
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Caso seja confirmada a co-expressao desses genes no tecido ovariano, sera importante que

essa investigacdo imunoistoquimica seja realizada em outras amostras de DDS-OT.

Pacientes 46,XX

Paciente B1 (testiculo a direita, ovotestis a esquerda): Neste paciente, no qual uma
duplicacdo do gene SOX3 foi detectada por CMA, FOXL2 foi positivo somente nos foliculos
ovarianos do ovotestis, enquanto que a expressao de SOX9 foi detectada somente nos tubulos
seminiferos em duas das trés laminas analisadas, uma do testiculo e outra do ovotestis,
expressdo essa que condiz com a esperada nesses dois tipos de tecido (figura 31 e 32). Por
outro lado, SRY foi negativo em tubulos seminiferos na gbnada esquerda da segunda biopsia
(figura 32), e fortemente positivo em foliculos ovarianos (figura 33), achados esses inesperados
nao sO por ndo haver sido detectado SRY em DNA de sangue periférico, mas também pelo

achado em foliculos ovarianos.
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Tdbulos seminiferos indicados pela cabega de seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 negativo em tdbulos seminiferos.
C: SOX9 positivo em tubulos seminiferos. D: SRY negativo em tubulos seminiferos (marcagédo citoplasmaética).
Aumento 100x.

Figura 31. Reacdo de imunoistoquimica da génada direita (12 biépsia) do paciente B1,
énfase no tecido testicular. Coloracédo de HE e imunoistoquimica da gbnada direita (testiculo)
da primeira biépsia do paciente B1 (46,XX), evidenciando apenas tubulos seminiferos.
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Tubulos seminiferos indicados pela cabeca de seta. A: coloracdo HE. B: FOXL2 negativo em tdbulos seminiferos.
C: SOX9 positivo em tibulos seminiferos. D: SRY negativo em tibulos seminiferos (marcagdo citoplasmética).
Aumento 100x.

Figura 32. Reacdo de imunoistoquimica da gdbnada esquerda (12 biépsia) do paciente B1,
énfase no tecido testicular Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gbnada esquerda
(ovotestis) da primeira bidpsia do paciente Bl (46,XX), evidenciando apenas os tubulos
seminiferos.



103

Tdbulos seminiferos indicados pela cabecga de seta e foliculos ovarianos indicados pela seta. A: coloracao HE. B:
FOXL2 positivo em foliculos ovarianos. C: SOX9 negativo em foliculos ovarianos e em tubulos seminiferos. D: SRY
positivo em foliculos ovarianos. Aumento 100x.

Figura 33. Reacédo de imunoistoquimica da gdbnada esquerda (22 biépsia) do paciente B1.
Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gbnada esquerda (ovotestis) da segunda bidpsia do
paciente B1 (46,XX), evidenciando tubulos seminiferos e foliculos ovarianos.

Paciente B2 (ovotestis a direita e ovotestis a esquerda): Nesta paciente FOXL2 foi
positivo somente em foliculos ovarianos. SOX9 foi positivo em duas das quatros laminas de
tubulos seminiferos (figuras 34 e 35); foi ainda fracamente positivo em foliculos ovarianos (34,

36 e 38). O SRY positivo em duas laminas de tubulos seminiferos (figuras 37 e 39).
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Tubulos seminiferos indicados pela cabeca de seta e foliculos ovarianos indicados pela seta. A: coloracdo HE. B:
FOXL2 negativo em tbulos seminiferos e positivo em foliculos ovarianos. C: SOX9 positivo em tibulos seminiferos
e fracamente positivo em foliculo ovariano. D: SRY negativo. Aumento 100x (A, B e C) e 40x (D).

Figura 34. Reacao de imunoistoquimica da génada direita (12 biépsia) do paciente B2.
Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gonada direita (ovotestis) da primeira biopsia do
paciente B2 (46,XX), evidenciando tubulos seminiferos e foliculos ovarianos.
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Tdbulos seminiferos indicados pela cabega de seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 negativo em tdbulos seminiferos.
C: SOX9 positivo em tubulos seminiferos. D: SRY negativo em tubulos seminiferos. Aumento 40x.

Figura 35. Reacédo de imunoistoquimica da gbnada esquerda (12 biépsia) do paciente B2.
Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gbnada esquerda (testiculo) da primeira biépsia do
paciente B2 (46,XX), evidenciando os tubulos seminiferos.
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Foliculos ovarianos indicados pela seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 positivo. C: SOX9 fracamente positivo em
foliculo ovariano. D: SRY negativo. Aumento 40x.

Figura 36. Reacdo de imunoistoquimica da génada direita (22 bidépsia) do paciente B2,
énfase em tecido ovariano. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gbnada direita (ovotestis)
da segunda biépsia do paciente B2 (46,XX), evidenciando tecido ovariano.
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Tabulos seminiferos indicados pela cabecga de seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 negativo. C: SOX9 negativo. D:
SRY positivo. Aumento 40x.

Figura 37. Reacdo de imunoistoquimica da génada direita (22 bidépsia) do paciente B2,
énfase no tecido testicular. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da génada direita (ovotestis)
da segunda biépsia do paciente B2 (46,XX) evidenciando os tubulos seminiferos.
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Foliculos ovarianos indicados pela seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 positivo. C: SOX9 fracamente positivo em
foliculo ovariano. D: SRY negativo. Aumento 40x.

Figura 38. Reacdo de imunoistoquimica da gdbnada esquerda (22 biépsia) do paciente B2,
énfase no tecido ovariano. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gonada esquerda da
segunda biépsia do paciente B2 (46,XX), evidenciando foliculos ovarianos.
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Tubulos seminiferos indicados pela cabeca de seta. A: coloracdo HE. B: FOXL2 negativo. C: SOX9 negativo. D:
SRY positivo. Aumento 40x.

Figura 39. Reacdo de imunoistoquimica da gdbnada esquerda (22 biépsia) do paciente B2,
énfase no tecido testicular. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gbnada esquerda da
segunda biépsia do paciente B2 (46,XX) evidenciando os tibulos seminiferos.

Paciente B3 (testiculo a direita e ovotestis & esquerda): Neste paciente FOXL2 foi
positivo apenas nos foliculos ovarianos. Houve resultado negativo de SOX9 e SRY em tubulos
seminiferos da gbnada esquerda (figura 40). Ademais, observou-se SRY fracamente positivo em
foliculo ovariano (figura 41).
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Tdbulos seminiferos indicados pela cabeca de seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 negativo. C: SOX9 negativo. C#:
aumento 100x para evidenciar SOX9 negativo nos nucleos de tubulos seminiferos com marcacao citoplasmatica.

D: SRY negativo. D# aumento 100x para evidenciar SRY negativo nos nulcleos de tlbulos seminiferos com
marcacao citoplasmatica Aumento 40x.

Figura 40. Reacdo de imunoistoquimica da génada esquerda do paciente B3, énfase no
tecido testicular. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gdonada esquerda (ovotestis) do
paciente B3 (46,XX) evidenciando os tubulos seminiferos,
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Foliculo maduro indicados pela seta. A: coloracdo HE. B: FOXL2 positivo. C: SOX9 negativo. D: SRY fracamente
positivo. Aumento 20x.

Figura 41. Reacdo de imunoistoquimica da génada esquerda do paciente B3, énfase no
tecido ovariano. Coloragdo de HE e imunoistoquimica bidpsia da gbnada esquerda (ovotestis)
do paciente B3 (46,XX), evidenciando os foliculos ovarianos.

Paciente B4 (ovotestis a direita e ovario a esquerda): Apresentou positividade de
FOXL2 em foliculos ovarianos e de SOX9 ndo s6 nas duas laminas de tdbulos seminiferos
(figuras 37 e 40) mas também em alguns foliculos ovarianos (figura 39); jA o SRY foi negativo

em todas as laminas analisadas (figuras 37-40).
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Tuabulos seminiferos indicados pela cabeca de seta. A: coloragéo HE. B: FOXL2 negativo. C: SOX9 positivo. D: SRY
negativo. Aumento 40x.

Figura 42. Reacdo de imunoistoquimica da gbnada direita (12 bi6épsia) do paciente B4,
énfase no tecido testicular. Coloracédo de HE e imunoistoquimica da gbnada direita (testiculo)
da primeira bidpsia da paciente B4 (46,XX) evidenciando os tabulos seminiferos.
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Foliculos ovarianos indicados pela seta. A: coloracdo HE. B: FOXL2 positivo. C: SOX9 negativo. D: SRY negativo.
Aumento 40x (A e D) e 20x (B e C).

Figura 43. Reacédo de imunoistoquimica da gdbnada esquerda (12 biépsia) do paciente B4,
énfase no tecido ovariano. Coloracdo de HE e imunoistoquimica biépsia da gbnada esquerda
(ovario) da primeira biopsia da paciente B4 (46,XX), evidenciando os foliculos ovarianos.
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Foliculos ovarianos indicados pela seta. A: coloracdo HE. B: FOXL2 positivo. C: SOX9 positivo. C# SOX9 negativo
em alguns foliculos ovarianos. D: SRY negativo. Aumento 20x (A, B e C) e 40x (D).

Figura 44. Reacao de imunoistoquimica da génada direita (22 biépsia) do paciente B4,
énfase no tecido ovariano. Coloracdo de HE e imunoistoquimica bidpsia da gbnada direita
(ovotestis) da segunda biépsia do paciente B4 (46,XX), evidenciando tecido ovariano.
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Tdbulos seminiferos indicados pela cabeca de seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 negativo. C: SOX9 positivo. C#:
SOX9 negativo em alguns tlibulos seminiferos. D: SRY negativo. Aumento 40x.

Figura 45. Reacdo de imunoistoquimica da génada direita (22 bidépsia) do paciente B4,
énfase no tecido testicular. Coloracédo de HE e imunoistoquimica da génada direita (ovotestis)
da segunda biépsia do paciente B4 (46,XX) evidenciando os tubulos seminiferos.

Paciente B5 (ovotestis a direita): FOXL2 foi positivo nos foliculos ovarianos e houve
resultado positivo de SRY em tubulos seminiferos e fracamente positivo em foliculos ovarianos,
sendo que em ambos os tecidos SOX9 foi negativo (figuras 46 e 47).
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Foliculos ovarianos indicados pela seta. A: colora¢éo HE. B: FOXL2 positivo. C: SOX9 negativo. D: SRY fracamente
positivo. Aumento 40x.

Figura 46. Reacdo de imunoistoquimicadagbnadadireita do paciente B5, énfase no tecido
ovariano. Coloracdo de HE e imunoistoquimica biépsia da gbnada direita da paciente B5
(46,XX), evidenciando foliculos ovarianos.
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Tuabulos seminiferos indicados pela cabecga de seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 negativo. C: SOX9 negativo. D:
SRY positivo. D#: SRY negativo em alguns tabulos seminiferos Aumento 40x.

Figura47. Reacdo deimunoistoquimicadagbnadadireita do paciente B5, énfase no tecido
testicular. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gbnada direita (ovotestis) da paciente B5
(46,XX) evidenciando tubulos seminiferos.

Paciente B6 (ovotestis bilateralmente): FOXL2 foi positivo nos foliculos ovarianos. Por
sua vez, SOX9 foi positivo ndo s6 em trés das quatro laminas de tubulos seminiferos (figuras 48,
49, 50, 53 e 54), mas também fracamente positivo em foliculo ovariano (figura 49) e positivo em
foliculo ovariano, com marcacéao evidente (figura 53). Neste caso chama a atencdo ainda SRY
positivo em foliculos ovarianos na gbnada direita (figura 51) da segunda biopsia, e também em

tubulos seminiferos da gdnada direita e esquerda (figuras 52 e 54).
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Tdbulos seminiferos indicados pela cabeca de seta e foliculo ovariano indicado pela seta. A: coloragdo HE. B:
FOXL2 negativo. C: SOX9 positivo. D: SRY negativo. Aumento 40x.

Figura 48. Reacdo de imunoistoquimica da génada direita (12 bidépsia) do paciente B6.
Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gbnada direita da primeira bidpsia do paciente B6
(46,XX) evidenciando tecido ovotestis.
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Tdbulos seminifero indicados pela cabeca de seta e foliculos ovarianos indicados pela seta. A: coloragao HE. B:
FOXL2 positivo em foliculos ovarianos. C: SOX9 positivo em tibulo seminifero e em fracamente positivo em foliculo
ovariano. D: SRY negativo em foliculos ovarianos. Aumento 40x.

Figura 49. Reacédo de imunoistoquimica da gbnada esquerda (12 bidépsia) do paciente B6,
énfase no tecido ovariano. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gdnada esquerda da
primeira biépsia do paciente B6 (46,XX), evidenciando tecido ovotestis.
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Tubulos seminiferos indicados pela cabega de seta. A: coloracdo HE. B: FOXL2 negativo. C: SOX9 positivo. D: SRY
negativo. Aumento 40x.

Figura 50. Reacédo de imunoistoquimica da gdbnada esquerda (12 biépsia) do paciente B6,
énfase no tecido testicular. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da génada esquerda da
primeira bidpsia do paciente B6 (46,XX) evidenciando tecido testicular.
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Foliculos ovarianos indicados pela seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 positivo. C: SOX9 negativo. D: SRY positivo.
Aumento 40x.

Figura 51. Reacdo de imunoistoquimica da génada direita (22 biépsia) do paciente B6,
énfase no tecido ovariano. Coloragcdo de HE e imunoistoquimica da gbnada direita da segunda
bidpsia do paciente B6 (46,XX), evidenciando foliculos ovarianos.
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Tabulos seminiferos indicados pela cabecga de seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 negativo. C: SOX9 negativo. D:
SRY positivo. Aumento 40x.

Figura 52. Reacao de imunoistoquimica da génada direita (22 biépsia) do paciente B6,
énfase no tecido testicular. Coloragdo de HE e imunoistoquimica da gbnada direita da
segunda biépsia do paciente B6 (46,XX) evidenciando tecido testicular.
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Foliculos ovarianos indicados pela seta. A: coloragdo HE. B: FOXL2 positivo. C: SOX9 positivo. D: SRY negativo.
Aumento 40x.

Figura 53. Reacdo de imunoistoquimica da gdbnada esquerda (22 biépsia) do paciente B6,

énfase no tecido ovariano. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gdnada esquerda da
segunda biépsia do paciente B6 (46,XX), evidenciando foliculos ovarianos.
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Tubulos seminiferos indicados pela cabeca de seta. A: coloragédo HE. B: FOXL2 negativo. C: SOX9 positivo. D: SRY
positivo. Aumento 40x.

Figura 54. Reacdo de imunoistoquimica da gbnada esquerda (22 biépsia) do paciente B6,
énfase no tecido testicular. Coloracdo de HE e imunoistoquimica da gbnada esquerda da
segunda bidpsia do paciente B6 (46,XX) evidenciando tubulos seminiferos.

A imunoistoquimica nos casos 46,XX traz também resultados interessantes a serem
discutidos. Primeiramente, FOXL2 foi fortemente positivo nos foliculos ovarianos de todas as
laminas em que esse tecido estava apropriado para analise, e negativo em todas as laminas de
tubulos seminiferos, sendo essa a expressado esperada em situacdes normais. Por outro lado,
em relacdo a SOX9 e SRY, os resultados frequentemente diferiram do esperado para o sexo

genético em sangue periférico e(ou) para o tecido gonadal analisado.



125

Primeiramente, chama a atencao a forte positividade (++) de SOX9 em foliculos ovarianos
concomitantemente a expressdo de FOXL2 ndo s6 no caso Al (46,XY), ja discutido, mas
também no B6 (46,XX), achado ainda nao descrito na literatura. Durante o desenvolvimento
normal das génadas, FOXL2 esti presente em células da granulosa e SOX9 em células de
Sertoli; ambas as proteinas se localizam nos nucleos, o que € compativel com o fato de serem
fatores de transcricdo (116). Diferentemente do observado neste trabalho, em outros estudos
com portadores de DDS-OT com gbnada do tipo ovotestis SOX9 foi detectado somente em
tubulos e FOXL2 somente em foliculos (63, 116, 139, 155). FOXL2 chegou a ser detectado em
alguns tubulos e em clusters de células do estroma em casos de disgenesia gonadal mista e
parcial 46,XY, mas sem estarem sendo co-expressos, indicando que a expressao desses genes

é tecido especifica (116).

De fato, essa expressédo tecido-especifica parece ser independente do sexo genético.
Nishina-Uchida e colaboradores (2016), por meio do uso concomitante das técnicas de FISH e
imunoistoquimica em trés individuos com caridtipo 46,XX/46,XY e DDS-OT, puderam
demonstrar a existéncia de células de Sertoli 46,XX nos tubulos seminiferos e células da
granulosa 46,XY nos foliculos ovarianos. A expressao de SOX9 e FOXL2 nos tecidos foi
mutuamente exclusiva, com SOX9 detectado apenas em tubulos seminiferos e FOXL2 apenas
em foliculos ovarianos, mesmo com a incongruéncia entre o complemento de cromossomos
sexuais e o tecido gonadal. Os autores sugerem, portanto, que a diferenciacdo das células
epiteliais (Sertoli e granulosa) nas gbnadas depende ndo s6 dos cromossomos sexuais, mas
também de fatores teciduais locais, sendo que as células com gendtipo reverso assumem 0O

fendtipo do epitélio gonadal que esta ao redor (118).

Chama ainda a atenc¢éo o fato de SOX9 ter sido fortemente positivo (++) em individuos
46,XX na auséncia do gene SRY em sangue periférico (B1, B2, B3, B4 e B6). Em quatro desses
casos houve ainda forte marcacdo para SRY (B1l, B2, B5 e B6), sugerindo mosaicismo ou
guimerismo restrito as gbnadas. Nos demais, porém (B3 e B4), SRY foi negativo ou sé

fracamente positivo.
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Quanto a marcacao de SRY, esta ocorreu, conforme esperado, nos dois individuos 46,XY
(Al e A2). Porém, esta foi também fortemente positiva (++) em quatro casos com cariotipo 46,XX:
B1 (em foliculos), B5 (em tubulos) e B2 e B6. Entre as hipoteses nesses casos estdo a de
mosaicismo ou quimerismo restrito as gbnadas, mas ndo se pode descartar a hipétese de que
se trate de reacdo cruzada com outro gene SOX, visto que estes compartilham com o SRY o
HMG box, ou ainda um artefato de técnica (156). O achado de duplicacdo do SOX3 por CMA no

paciente B1 reforca essa hipétese de reacdo cruzada.

Salas-Cortés e colaboradores (2000) identificaram a presenca da proteina SRY néo sé
nas células de Sertoli mas também nos foliculos ovarianos de dois pacientes com DDS-OT
46,XX e SRY positivo em sangue periférico e em quatro pacientes com DDS-OT 46,XX/46,XY,
todos apresentando ovotestis. Os autores sugerem que SRY isoladamente n&o € capaz de inibir
a diferenciacao ovariana, e que outros fatores sdo necessarios para completar a diferenciagédo
testicular (157).

Também foi observado neste trabalho que a deteccdo de SOX9 e SRY nos tubulos ndo
foi consistente, como ocorreu com FOXL2. Em um mesmo individuo, algumas laminas tiveram
resultados negativos e outras resultado positivo. Esses resultados frequentemente variaram
quando o material analisado era proveniente de diferentes biopsias ou material de
gonadectomia, sugerindo que a ndo deteccéo dessas proteinas se deva a questdes técnicas, ou
seja, falsos negativos (156); ndo se pode descartar também, por outro lado, que em algumas
laminas tenha havido falsos positivos por reagéo cruzada (158). O ideal, portanto, seria buscar
a validacao dos resultados por outra técnica, como o ja mencionado estudo do transcriptoma por
RNA-seq.

4.4 Consideracgdes finais

O diagnéstico de DDS-OT se inicia com a avaliacdo clinica de um paciente com
ambiguidade genital e a realizacdo do exame de caribtipo para guiar a investigacdo. Essa

hipétese é geralmente aventada nos casos em que o cariétipo € 46,XX e ha uma ou mais
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gbnadas palpaveis, naqueles em que o caribtipo € 46,XY e detecta-se a presenca de Utero, e
também naqueles em que ha anomalias de cromossomos sexuais, COmo mMmosaicismo
46,XX/47,XXY e quimerismo 46,XX/46,XY (159; 160).

A comprovacgdo dessa hipdtese depende, em seguida, de uma propedéutica cirargica
diagnéstica por meio de laparoscopia, que além de avaliar a genitalia interna permite a avaliacao
macroscopica das duas gonadas e a realizacao de biopsias em ambas. Naquelas de tamanho
normal podem ser retirados fragmentos de varios pontos, paralelamente ao maior eixo da
gbnada, de modo a aumentar a probabilidade de detectar os dois tipos de tecido; naquelas de

pequeno volume, a bidpsia deve ser dirigida a locais com alteracfes macroscopicas (161).

Em seguida, os fragmentos de tecidos devem ser adequadamente manipulados e fixados
(162), passando por etapas de desidratacao e clarificacdo dos tecidos antes da impregnacéo
pela parafina (163). A etapa seguinte € a avaliacdo histologica pelo patologista, que deve fazer
a identificagéo inequivoca dos tecidos ovariano e testicular (164).

A experiéncia clinica é, portanto, o primeiro fator que determina o diagndstico nesses
casos, seguido da qualidade do estudo do cariétipo, tanto do ponto de vista qualitativo (que
permite a deteccédo de alteracdes estruturais) quanto quantitativo (nUmero de células analisadas
para diagndéstico de mosaicismo ou quimerismo). Também é fundamental haver disponibilidade
de técnicas adicionais, como FISH com sondas centroméricas de X e Y, que permite ampliar o
namero de células analisadas quando necessario, e CMA, que detecta microdelecdes e

microduplicacdes que ndo séo perceptiveis ao microscépio optico.

Com o uso da técnica de CMA foi possivel detectar a dele¢éo 9p e a duplicacdo 18p na
paciente A2, que além de definir o diagndstico etiolégico levou a revisao histoldgica que trouxe
guestionamento quanto ao diagndstico de DDS-OT. Essa técnica permitiu ainda detectar a
duplicacdo do SOX3 no paciente B1, permitindo, assim, seu diagndstico etiologico. Em dois dos
7 casos em que o exame foi realizado, portanto, a CMA teve um papel fundamental, indicando
que essa técnica deveria ser empregada na investigagéo etioldgica de todos os casos de DDS-

OT nao associados a anomalias de cromossomos sexuais.
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Outro ponto crucial € a experiéncia do cirurgido responsavel pela realizacéo das biopsias.
Dele depende a avaliacdo macroscépica durante a laparoscopia e a escolha dos locais a serem

biopsiados, evitando, assim, que a hipétese de DDS-OT venha a ser descartada.

A experiéncia do patologista na andlise histologica é também fundamental, principalmente
na caracterizacdo do tecido ovariano que, juntamente com a presenca de tubulos seminiferos,
permite o diagnostico de DDS-OT, essa caracterizacdo depende da presenca de foliculos
(parénquima) e ndo somente de estroma do tipo ovariano (164). Além disso, como demonstrado
na revisdo em HE realizada antes da imunoistoquimica neste trabalho, o diagnostico histologico
das gbnadas pode vir a ser modificado. Tudo indica, assim, que a composi¢cao de amostras para
projetos retrospectivos na area de disturbios da diferenciacdo gonadal, em que se inclui o DDS-

OT, deva ser precedido de reavaliacdo histopatoldgica por patologista experiente na area.

Os resultados deste trabalho mostram ainda a influéncia do preparo dos fragmentos de
tecido gonadal sobre a realizacdo dos estudos genéticos retrospectivos. Estudos com essas
caracteristicas sdo necessarios quando se trata de condic8es raras, como o DDS-OT, em que a

obtencédo de uma amostra pode levar décadas, como no presente estudo.

De fato, ja foi observado em tecido testicular que na dependéncia do fixador utilizado pode
haver resultados falso-negativos de analises imunoistoquimicas para deteccdo de tumores
(165). Pode-se questionar, assim, se caracteristicas da etapa de fixacdo seriam uma das causas
dos resultados variaveis da expressdao de FOXL2, SOX9 e SRY neste trabalho (positivos em
algumas laminas e negativos em outras no mesmo paciente). Além disso, como mostrado na

figura 7, ha variagbes na qualidade da incluséo do tecido em parafina.

De todo modo, este trabalho demonstrou a dificuldade em realizar estudos retrospectivos
de citogenética molecular (FISH) e PCR a partir de tecido incluido em parafina, o que impediu
que se testasse a hipotese mosaicismo ou quimerismo oculto. Em relacdo aos estudos
moleculares, uma outra questéo é a possibilidade de contaminacéo do tecido gonadal com DNA

dos profissionais de saude e técnicos que manipulam esse material, 0 que possivelmente
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explique a amplificacdo de sequéncias especificas do cromossomo Y em controles de tecido

ovariano, como observado nas tabelas 2 e 3.

Assim, uma interacao proxima com os servi¢os de patologia é fundamental ndo so6 para a
conducédo dos casos de DDS, mas também para a realizacdo de estudos genéticos em busca
do diagnostico etiolégico de condicdes de origem ainda desconhecida. Na verdade, a
interdisciplinaridade deve se dar entre diversas areas, incluindo a clinica, a cirargica, a

citogenética e a genética molecular, entre outras (166).

Quanto a imunoistoquimica, os achados de co-expressdo de SOX9 e FOXL2 em foliculos
e a forte marcacdo de SRY em varios dos pacientes 46,XX precisam ser validados em outras
amostras de DDS-OT; o emprego de outras técnicas, como a da andlise do transcriptoma, €

necessario na interpretacao desses resultados.

Em suma, a partir da suspeita clinica de DDS-OT e da comprovacao histolégica dessa
hipotese, este trabalho mostra a importancia da CMA na investigacdo etiol6gica. Mostra,
também, a necessidade de estabelecer protocolos de pesquisa que permitam o armazenamento
de tecido gonadal em condi¢cGes ideais para estudos genéticos de forma prospectiva que
permitam investigar a etiologia dessa condi¢cao. Finalmente, indica que a expressao dos genes
pro-testiculares e pro-ovarianos nos tecidos gonadais desses pacientes necessita de avaliacdo

mais aprofundada.
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5. CONCLUSOES

A presenca de outras linhagens celulares no tecido gonadal (mosaicismo ou quimerismo
oculto) ndo pbde ser investigada nesta amostra devido a problemas técnicos relacionados a
qualidade do tecido gonadal armazenado ao longo de décadas, o que € um fator limitante para

a realizacéo de estudos retrospectivos.

A expressao de FOXL2 ocorreu, conforme esperado, apenas em foliculos ovarianos. Ja,
a expressdo de SOX9 ocorreu em tubulos seminiferos, conforme esperado, mas em alguns
casos 46,XX e 46,XY houve co-expressao com FOXL2 em foliculos ovarianos, achado anémalo

gue depende de outros estudos para ser confirmado.

A expressao de SRY foi detectada nos tubulos seminiferos nos casos 46,XY, conforme
esperado, mas também em tlbulos seminiferos e foliculos ovarianos nos casos 46,XX, achado
andémalo que pode se dever a mosaicismo ou quimerismo oculto, reagao cruzada com outro gene

SOX ou artefato de técnica.

Em dois dos sete casos (aproximadamente 29% dos casos) em que foi possivel realizar
a CMA, havia CNVs patogénicas, indicando que esse exame deve fazer parte da investigacao
de rotina em DDS-OT.
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7. ANEXOS

7.1. Variagdes realizadas nos variados protocolos de FISH utilizados neste trabalho

Desparafinizacao:

e Lamina incubada a 60°C overnight e posteriormente a 80°C durante 1 hora e 30
minutos. Seguida de 3 lavagens em xilol durante 10 minutos cada em TA e duas
lavagens em etanol 100% durante 5 minutos cada em TA;

e Lamina incubada durante 8 horas em estufa a 80°C, seguida de 3 lavagens em xilol
durante 10 minutos cada e duas lavagens em etanol 100% durante 5 minutos;

e Lamina incubada a 80°C overnight. Posteriormente 3 lavagens em xilol (10 minutos
cada) e duas lavagens em etanol 100% (5 minutos cada);

e Lamina incubada durante 8 horas a 50°C e posteriormente incubada a 80°C overnigth.
Seguida de 3 lavagens em xilol durante 10 minutos cada em TA e duas lavagens em

etanol 100% durante 5 minutos cada em TA;

Problemas observados: presenca de parafina.

Tempo na pepsina e enzima do kit Cytocell:

e A variagcédo no tempo de incubagao em Pepsina foi 8, 10, 12, 13, 15, e 20 minutos.
Todas as tentativas foram feitas em Pepsina a 37°C.
e O tempo de incubacéo utilizando a enzima do kit Cytocell variou entre 10, 20, 25, 30 e

45 minutos.

*Problemas observados: nucleos destruidos, nucleos faltando pedacos, nucleos integros,

mas sem marcacdes apos a co-denaturacao e hibridacao.

Tempo e temperatura antes de co-denaturar:
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e Lamina incubada a 45°C durante 5 minutos;

e Lamina incubada com a sonda a 37°C durante 10 minutos.

Tempo e temperatura de co-denaturacéo:

e 73°C durante 15 minutos
e 73°C durante 10 minutos

e 83°C durante 10 minutos

*Problema observado: ndo foram vistas marcac¢des nos nucleos.

Diluicdo da sonda:

Sonda Cytocell

e 14 ul de sonda: 7 pl de sonda + 7 pl buffer
e 10 pl de sonda: 5 pl de sonda + 5 p buffer
e 8 ul de sonda: 4 pl de sonda + 4 pl buffer
e 6 pl de sonda: 3 pl de sonda + 3 pl buffer
e Apenas a sonda, sem o tampao

e 5 ul apenas da sonda

Sonda Vysis:
e 7 ulde buffer + 2 ul de H20 + 1 ul de sonda

*Problema observado: ndo foram observadas marcac¢des nos nucleos.
Hibridacéo:
e Variacdo no tempo: overnight e 24 horas a 37°C

*Problema observado: ndo foram observadas marcac¢des nos nucleos.
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Numero de individuos previsto: 9 participantes, sendo 6 apresentando cariétipo 46, XX e 3 com cariétipo
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- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
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participantes.
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Bt

Informagdées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/05/2017 Aceito

do Projeto ROJETO 820870.pdf 22:53:13

Outros Oficio_de_ciencia_e_concordancia_Dep| 04/05/2017 |FLAVIA MARCORIN | Aceito

artamento_de_Anatomia_Patologica.pdf 22:51:21 |DE OLIVEIRA

Declaragédo de Biorrepositorio_atualizado_Flavia.pdf 04/05/2017 | FLAVIA MARCORIN | Aceito

Manuseio Material 22:49:00 |DE OLIVEIRA

Biolégico /

Biorepositério /

Biobanco

Outros Atestado_matricula_Flavia.pdf 20/02/2017 |FLAVIA MARCORIN | Aceito
11:57:38 |DE OLIVEIRA

Projeto Detalhado / |Projeto_Flavia.pdf 19/02/2017 | FLAVIA MARCORIN | Aceito

Brochura 08:38:34 |DE OLIVEIRA

Investigador

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 09/11/2016 |FLAVIA MARCORIN | Aceito
08:18:39 |DE OLIVEIRA

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao

CAMPINAS, 11 de Maio de 2017

Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador)

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Baréo Geraldo

CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail:

cep@fcm.unicamp.br
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7.3. Parecer consubstacionado do CEP (65478617.2.0000.5404).

SN

(U UNICAMP - CAMPUS PlataForma
CAMPINAS %oﬂ

e Pl T

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DO GENE NR5A1 E APLICAQE\O DA TECNICA DE SEQUENCIAMENTO
DO EXOMA PARA IDENTIFICAR MUTACOES PATOGENICAS EM INDIVIDUOS COM
DISTURBIO DA DIFERENCIACAO DO SEXO OVARIO-TESTICULAR 46,XX

Pesquisador: BEATRIZ AMSTALDEN BARROS

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 6

CAAE: 65478617.2.0000.5404

Instituigdao Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.981.739

Apresentacgao do Projeto:

Esta versdo trata-se de uma emenda que visa inserir a pesquisadora e assistente de pesquisa Flavia
Marcorin de Oliveira como membro da equipe de pesquisa e introduzir uma nova técnica genémica
complementar as ja previstas (estudo do exoma e do genoma). Portanto, trata-se de um aprofundamento da
sensibilidade da técnica inicialmente prevista, com os mesmos objetivos.

Objetivo da Pesquisa:

Mantidos em relagéo ao projeto original.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Mantidos em relacéo ao projeto original.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

De acordo com as informagdes do pesquisador responsavel contempladas no documento anexado
"Emenda_CEP_array.docx(19/08/2021 14:08:29":

"Ao Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp,

Vcomo mencionado no oficio anterior, solicito ao CEP autorizagdo para introdugdo de nova técnica
gendmica complementar as ja previstas (estudo do exoma e do genoma) no projeto “Analise do

Enderego: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126, 1° andar do Prédio | da Faculdade de Ciéncias Médicas
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gene NR5A1 e aplicacdo da técnica de sequenciamento do exoma para identificar mutagdes patogénicas
em individuos com disturbio da diferenciagcdo do sexo ovario-testicular 46,XX” (CAAE
65478617.2.0000.5404). A técnica a ser acrescentada é a da analise cromossdémica por microarray, cuja
descricdo ja se encontra em destaque no corpo do projeto.

O desenho do estudo, as hipéteses e o objetivo permanecem os mesmos. Busca-se investigar a origem do
disturbio da diferenciagdo do sexo ovario-testicular (DDS-OT) 46,XX em sete pacientes com essa condigdo
e auséncia do gene SRY, em busca de mutagdes no gene NR5A1 ou de variantes raras que permitam
identificar genes candidatos envolvidos na origem dessa afeccdo. Para isto, o gene NR5A1 de todos os
pacientes foi triado por sequenciamento de Sanger, e, em dois deles, que apresentam recorréncia familiar,
foi realizado o estudo do exoma, que detecta mutagdes pontuais em regiées codificantes; porém, ndo foram
detectadas variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas nos sujeitos da pesquisa.

No decorrer do estudo tornou-se disponivel em nosso meio a realizagdo do sequenciamento do genoma
(WGS), em que sdo analisados, além dos éxons, também regiées ndo codificantes; a emenda para inclusédo
dessa técnica, o WGS, ja foi aprovada pelo CEP no segundo semestre de 2019.

Os resultados obtidos por WGS podem ser validados por estudo citogenémico, a analise cromossémica em
microarrays. A combinagdo dessas duas técnicas permite detectar com ainda maior precisédo rearranjos
envolvendo genes reconhecidamente associados a diferenciagdo gonadal. Para isso, podera ser utilizado o
DNA ja extraido com o consentimento dos pacientes. Trata-se, portanto, de um aprofundamento da
sensibilidade da técnica inicialmente prevista, com os mesmos objetivos. A descrigdo da técnica a ser
empregada encontra-se em anexo.

Finalmente, aproveito a oportunidade para acrescentar como pesquisadora e assistente de pesquisa Flavia
Marcorin de Oliveira, CPF 402.945.308-27, que devera realizar a técnica em questao.

Atenciosamente,

Beatriz Amstalden Barros”

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Vide campo abaixo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”
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Recomendacoes:

A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), do Conselho Nacional de Saude (CNS) orienta a
adocao das diretrizes do Ministério da Saude (MS) decorrentes da pandemia causada pelo Coronavirus
SARS-CoV-2 (Covid-19), com o objetivo de minimizar os potenciais riscos a saude e a integridade dos
participantes de pesquisas e pesquisadores.

De acordo com carta circular da CONEP intitulada “ORIENTACOES PARA CONDUGAO DE PESQUISAS E
ATIVIDADE DOS CEP DURANTE A PANDEMIA PROVOCADA PELO CORONAVIRUS SARS-COV-2
(COVID-19)” publicada em 09/05/2020, referente ao item Il. “Orientacdées para Pesquisadores”:

- Aconselha-se a adogdo de medidas para a prevengao e gerenciamento de todas as atividades de
pesquisa, garantindo-se as a¢des primordiais a saude, minimizando prejuizos e potenciais riscos, além de
prover cuidado e preservar a integridade e assisténcia dos participantes e da equipe de pesquisa.

- Em observancia as dificuldades operacionais decorrentes de todas as medidas impostas pela pandemia do
SARS-CoV-2 (COVID- 19), é necessario zelar pelo melhor interesse do participante da pesquisa, mantendo-
o informado sobre as modificagdes do protocolo de pesquisa que possam afeta-lo, principalmente se houver
ajuste na condugdo do estudo, cronograma ou plano de trabalho.

- Caso sejam necessarios a suspensao, interrup¢do ou o cancelamento da pesquisa, em decorréncia dos
riscos imprevisiveis aos participantes da pesquisa, por causas diretas ou indiretas, cabera aos
investigadores a submissdo de notificagdo para apreciagdo do Sistema CEP/Conep.

- Nos casos de ensaios clinicos, & permitida, excepcionalmente, a tramitagdo de emendas concomitantes a
implementacdo de modificagdes/alteracdes no protocolo de pesquisa, visando a seguranca do participante
da pesquisa, assim como dos demais envolvidos no contexto da pesquisa, evitando-se, ainda, quando
aplicavel, a interrupgéo no tratamento dos participantes da pesquisa. Eventualmente, na necessidade de
modificar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o pesquisador devera proceder com o
novo consentimento, o mais breve possivel.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
N&o foram observados ébices éticos na emenda proposta.

Enderego: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126, 1° andar do Prédio | da Faculdade de Ciéncias Médicas

Bairro: Bar&o Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@unicamp.br

Pagina 03 de 06

153



U UNICAMP - CAMPUS g Plataforma
CAMPINAS %9"01"

o e e

Continuacdo do Parecer: 4.981.739

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os

participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagées ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ac CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.
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-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_180244] 19/08/2021 Aceito
do Projeto 4 E2.pdf 14:22:55
Qutros Emenda_CEP_array.docx 19/08/2021 |BEATRIZ Aceito

14:08:29 |AMSTALDEN
BARROS
Projeto Detalhado / | Projeto_ CEP2021.docx 19/08/2021 |BEATRIZ Aceito
Brochura 14:05:26 |AMSTALDEN
Investigador BARROS
Qutros EmendaCEP2021.docx 02/08/2021 |BEATRIZ Aceito
13:26:05 |AMSTALDEN
BARROS
TCLE / Termos de | TCLE_beatrizPDF.pdf 27/01/2020 [BEATRIZ Aceito
Assentimento / 15:33:28 |AMSTALDEN
Justificativa de BARROS
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_ CEP2020.pdf 27/01/2020 |BEATRIZ Aceito
Brochura 15:30:40 [AMSTALDEN
Investigador BARROS
Qutros Emenda.docx 18/11/2019 |BEATRIZ Aceito
20:37:46 |AMSTALDEN
BARROS
Declaragdo de biorrepositorio_beatriz.pdf 18/02/2017 |BEATRIZ Aceito
Manuseio Material 09:34:29 | AMSTALDEN
Bioloégico / BARROS
Biorepositério /
Biobanco
Folha de Rosto folhaderosto_beatriz.pdf 18/02/2017 |BEATRIZ Aceito
09:31:45 |AMSTALDEN
BARROS

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
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Nao

CAMPINAS, 17 de Setembro de 2021

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador(a))
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