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RESUMO

A Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) € caracterizada por auséncia do
Utero e vagina. Essa patologia é considerada a segunda causa mais frequente de amenorreia
primaria, ficando atras somente da disgenesia gonadal. A etiologia genética da MRKH ainda
ndo € conhecida e a identificacdo de alteracGes genéticas que estejam associadas a esse quadro
clinico podera contribuir para sua elucidagéo e ajudar na compreensdo do desenvolvimento do
aparelho reprodutor feminino. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi investigar a etiologia
genética da MRKH. Participaram do estudo 14 mulheres diagnosticadas clinicamente com a
sindrome. Inicialmente houve reclassificacdo das pacientes: quatro mulheres (28,5%) ndo se
enguadravam nos critérios de MRKH. Dez pacientes receberam o diagnostico de MRKH
(71,5%), duas foram classificadas com MRKH I, sete com MRKH Il e uma se enquadrava na
associacdo de MURCS. Foi possivel identificar através da Andlise Cromossdmica por
Microarray (CMA), alteracdes submicroscépicas em duas pacientes (14,28%), uma com
duplicacdo 7q11.23 e outra com delecdo 6q14.3. O fato de 28,5% das mulheres terem sido
diagnosticadas erroneamente como MRKH, ressalta a importancia de investigacdes detalhadas
nas pacientes com auséncia de Utero e vagina, ja que um diagndstico correto é essencial para o

aconselhamento genético e tratamento.

Palavras-chave: Sindrome de Rokitansky. Malformacao milleriana. MRKH. CMA.



ABSTRACT

Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser syndrome (MRKH) is characterized by a congenital absence
of the uterus and vagina. This pathology is considered the second most frequent cause of
primary amenorrhea after gonadal dysgenesis. The genetic etiology of MRKH remains
unknown. Therefore, the identification of genetic alterations associated with this clinical
condition may contribute to its elucidation and help to understand the development of the
female reproductive tract. This study aims to investigate the genetic etiology of MRKH. We
selected 14 patients clinically diagnosed with this syndrome. We initially reclassified the
patients since four (28.5%) of them did not fit the MRKH criteria. Ten patients did meet the
MRKH criteria (71,5%), two were classified as MRKH I, seven were classified as MRKH 11
and one patient was classified as MURCS association. Chromosomal Microarray Analysis
(CMA) identified abnormalities in two patients (14.28%), one with a duplication 7q11.23 and
the other with a deletion 6g14.3. Identification of 28.5% of the women misdiagnosed as MRKH,
highlights the importance of a more detailed investigation of patients with uterus and vagina

agenesis since a correct diagnosis is essential for genetic counselling and treatment outcome.

Keywords: Rokitansky Syndrome. Millerian malformation. MRKH. CMA
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1. INTRODUCAO

A Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kiuster-Hauser (MRKH; OMIM %277000), também
chamada Sindrome de Rokitansky ou Aplasia Mulleriana (MA), é uma doenga congénita de
etiologia desconhecida caracterizada por aplasia/agenesia do Utero e dos dois tercos superiores
da vagina em mulheres com cari6tipo 46, XX (GUTSCHE et al., 2011). A agenesia de Utero foi
relatada pela primeira vez em 1559 por Realdus Columbus, porém a sindrome sé foi descrita
em 1838 por Rokitansky, que a caracterizou por auséncia congénita da vagina, Utero pequeno
bipartido e ovéarios normais (SOUSA et al., 2014).

Acredita-se que o defeito genital seja decorrente de alteragdes nos ductos de Miller, que
sdo os primordios do sistema reprodutor feminino. Eles ddo origem ao Utero, colo do utero,
tubas uterinas e a por¢do superior da vagina. Pacientes afetadas apresentam ovarios funcionais,
desse modo, o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias é normal. A MRKH é a
segunda causa mais comum de amenorréia primaria e tem incidéncia em torno de 1 para cada
5000 mulheres (GERVASINI et al., 2010).

Essa sindrome pode se manifestar de forma isolada ou estar associada a outras
malformacdes, que incluem: alteracdes do trato urinario superior que compreendem agenesia
renal, rim ectopico ou em formato de ferradura, hipoplasia renal e hidronefrose; malformacdes
esqueléticas, especialmente na coluna vertebral, com presenca de escoliose, fusdo de vértebras
e anomalia de Klippel-Feil; defeitos auditivos; anormalidades digitais (polidactilia ou
sindactilia) e cardiacas, que sdo manifestacdes menos frequentes (MORCEL et al., 2007).

Inicialmente, a sindrome MRKH era considerada de ocorréncia esporadica, sem
envolvimento de fatores genéticos e associada a fatores ambientais como diabetes gestacional
e exposicao a substancias teratogénicas (COUTINHO, 2011). Entretanto, a associacao entre tais
fatores ambientais e a sindrome ndo foi confirmada, e a etiologia da doenca continua
desconhecida (MORCEL et al., 2007). Contudo, a presenca de agregacao familiar na sindrome

sugere uma possivel influéncia genética na doenca (WANG, et al., 2017).
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2. EMBRIOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR

A determinagdo do sexo genético ocorre no momento da fertilizacdo e depende da presenca
do cromossomo X ou Y no espermatozoOide. No entanto, 0 aparecimento de carateristicas
femininas ou masculinas s6 ocorrerd na sétima semana de vida intra-embrionaria. Por esse
motivo, no periodo inicial do desenvolvimento embrionario, uma génada indiferenciada e
comum aos dois sexos esta presente (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2012). Essa gbnada é
composta por uma regido cortical mais externa e uma por¢do mais interna, medular
(MITCHELL; SHARMA, 20009).

A diferenciacdo do sistema reprodutor humano se inicia no 24° dia apos a fertilizacdo, com
a migracao das células germinativas primordiais (CGP). Essas células se originam do epiblasto,
migram pela linha primitiva e se posicionam no mesoderma extraembrionario que recobre o
saco vitelinico proximo a origem do alantéide (figura 1) (CARLSON, 2014; IRIE; TANG,;
SURANI, 2014). Por expressarem as proteinas Sox, Nanog e Oct-4, se mantém indiferenciadas.
As CGP migram inicialmente, da base do alantdide para o futuro intestino posterior e depois,
do intestino posterior até 0 mesentério dorsal nas cristas urogenitais (figura 2) (CARLSON,
2014).

CA

Ccu

CPG
SV

Figura 1: Corte transversal de um embrido. A &rea marcada mostra a localizagdo das células germinativas primordiais no
mesoderma extraembrionario da parede posterior do saco vitelino (SV). CA (cavidade amni6tica). CU (corddo umbilical). Foto
adaptada de: CHUAIRE; SANCHEZ, 2002.

As CGP chegam a gonada primitiva em torno da quinta semana, porém so adentram as
cristas urogenitais na sexta semana. Enquanto as CGP migram em dire¢éo a crista gonadal o
epitélio do sulco genital prolifera e as células epiteliais penetram 0 mesénguima subjacente,
formando os corddes gonadais (figura 2). (CARLSON, 2014; SADLER, 2006).
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Corddes sexuais Tibulo
primitivos mesonéfrico

Gonada

Mesonéfros

Figura 2: Migracdo das células germinativas primordiais. Foto adaptada de: Mitchell; Sharma, 2009.

A diferenciacdo fenotipica sexual comeca pelas gbnadas e avancga por induces gonadais
nos sistemas de dutos sexuais. Durante a quinta e sexta semanas de gestacao, esta presente uma
gbnada bipotencial onde os embrides masculinos e femininos apresentam tanto os ductos
mesonéfricos (de Wolff) quanto os ductos paramesonéfricos (de Muller), como demonstrado
na figura 3 (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2012).

Godnada
Mesonefro Ductos de miiller
Seio Ductos de Wolff
urogenital

Ureter

Figura 3: Gonada bipotencial. Imagem que demonstra a localizagdo dos ductos mesonéfricos e paramesonéfricos na génada
bipotencial. Foto adaptada de: Mitchell; Sharma, 2009.

No embrido geneticamente masculino, na presenca do cromossomo Y, ha producéo do Fator
de Determinagdo Testicular (FDT) que induz o desenvolvimento dos testiculos. Os corddes
gonadais se diferenciam em corddes seminiferos e adentram a medula da gbnada e
posteriormente formam a rede testicular. Neste ambiente, algumas celulas véo se diferenciar
em células de Sertoli. Concomitantemente o FDT induz o mesenquima gonadal a se diferenciar
em células de Leydig (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2012). Os ductos de Wolff se
diferenciam, sob a acéo da testosterona liberada pelas células de Leydig, em genitalia interna

masculina, isso &, epididimo, ducto deferente e vesicula seminal. Além disso, as células de
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Sertoli, presentes nos testiculos, liberam hormémio anti-mdalleriano (AMH) que é responsavel
pela degeneracdo dos ductos de Miller (KIERSZENBAUM, 2007).

O desenvolvimento das gbnadas de um embrido 46, XX ocorre de maneira mais lenta. A
auséncia de testosterona promove regressao dos ductos de Wolf e, como ndo ha a presenca de
células de Sertoli, ndo ocorre a producdo de AMH, permitindo que os ductos de Miuller se
desenvolvam e deem origem a maior parte do sistema genital feminino (CHEROKI, 2008).

Esses ductos caminham em direcdo ao local em que futuramente se originara a regido
pélvica, passando paralelamente aos ductos de Wolf. Ao chegarem a regido determinada, 0s
ductos de Muller cruzam ventralmente os ductos mesonéfricos e se fundem, dando origem ao
primordio uterovaginal. A por¢éo cranial do ducto, que ndo sofreu fusdo, dara origem as tubas
uterinas (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2012).

Os corddes gonadais, presentes no desenvolvimento ovariano, penetram na medula
formando a rete ovarii rudimentar que degenera. Posteriormente, na sétima semana de
desenvolvimento, surgem os corddes corticais que penetram no mesénquima e passam a
incorporar as CGP que adentraram a regido medular da gbnada. No decorrer do
desenvolvimento, esses corddes se rompem e liberam os foliculos primordiais que sdo
constituidos por uma ovogonia e rodeados por uma camada de células foliculares (MOORE,
PERSAUD, TORCHIA, 2012; SADLER, 2006). As CGP ddo origem as ovogbnias que
proliferam por mitose e entram na meiose I, passando a ser chamadas e ovdcitos
(SCHOENWOLF, et al., 2009; CARLSON, 2014).

3. GENES QUE ATUAM NA DIFERENCIACAO SEXUAL

Diversos genes sdo necessarios para a diferenciacdo sexual e alguns deles ja possuem
fungBes conhecidas. Entretanto, ainda é dificil estabelecer como esses genes interagem na
determinacéo da gbnada. No braco curto do cromossomo Y esta localizado um gene cuja funcéo
é muito importante para o desenvolvimento masculino. Conhecido como SRY (sex-determining
region of the Y chromosome), este gene é responsavel pela codificagéo do fator de determinacéo
testicular (FDT), alem de ativar a diferenciacdo das células de Sertoli (GILBERT, 2006;
KIERSZENBAUM, 2007; TAJOURI, et al., 2017).

Individuos que ndo possuem o braco curto do cromossomo Y se desenvolvem
fenotipicamente como mulheres. Dessa maneira, o SRY esté presente em homens XY e também
em casos raros onde ocorre translocacdo desse gene, normalmente para 0 cromossomo X,
resultando em homens XX com o gene SRY translocado (GILBERT, 2006; WITCHEL, 2018).
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De forma oposta, 0 SRY estd ausente em mulheres XX e presente também em raras situagdes
onde esse gene possui mutacdo de ponto ou de leitura que altera seu produto final, resultando
em mulheres XY com o gene SRY nao funcional (GILBERT, 2006).

O gene SRY também apresenta funcéo de regular positivamente outro gene importante para
o desenvolvimento sexual, o gene SOX9. Esse gene autossdmico, localizado em 17924.3, est4
envolvido em diversos processos como o controle da diferenciagdo das células de Sertoli e a
iniciacdo da diferenciacdo das células de Leydig (ALANKARAGE et al., 2016).

Em experimentos com camundongos, foi possivel observar que o gene SOX9 ativa a
expressao de FGF9, que atuam em conjunto para suprimir a expressao de WNT4 (localizado no
cromossomo 1p36.12) por meio de feedback positivo com mecanismo ainda ndo conhecido,
ocorrendo, dessa maneira, a diferenciacdo sexual da via masculina. (EGGERS; SINCLAIR,
2012). Além disso, o gene WNT4 regula a producdo de uma proteina importante para a
formacdo do trato genital feminino, rins e glandulas enddcrinas (GENETICS HOME
REFERENCE).

Apesar dos genes envolvidos no desenvolvimento masculino ja terem sido extensivamente
estudados, as vias de regulacdo feminina ainda ndo estdo completamente definidas (BIASON-
LAUBER, 2012). Na auséncia do gene SRY, ndo ocorre diferenciacdo das células de Sertoli,
promovendo em seu lugar a diferenciacdo das células foliculares (SCHOENWOLF, et al.,
2009).

O gene DAX1 (dosage sensitive adrenal hypoplasia on chromosome X), também conhecido
como NROB1, € um fator de transcricdo importante para o desenvolvimento sexual. Esse gene
parece atuar como um “‘repressor de testiculos” ou fator “pro-ovariano” além de possuir papel
antagonista ao SRY. DAX1 reprime a transcricdo da Substancia Inibidora Milleriana (MIS),
prevenindo, dessa maneira, a regressdao dos ductos de Muller (IYER, McCABE, 2004;
SUNTHARALINGHAM et al., 2015).

O gene WNT4 ¢ um fator “pré-ovariano” que durante a vida embriondria é expresso nos
ovocitos e nas células da granulosa. Esse gene atua reprimindo o desenvolvimento masculino e
regulando positivamente DAX1. A duplicacdo de WNT4 induz a feminilizagdo em homens 46,
XY enquanto que a baixa expresséo desse gene induz a masculinizagdo de mulheres 46, XX
(BIASON-LAUBER, 2012). WNT4 atua no processo de diferenciacdo ovariana, tendo papel
considerado importante na formagéo dos ductos de Miller (EGGERS; SINCLAIR, 2012).

O gene WNT4 faz parte da familia WNT que é responsdvel pela codificacdo de
glicoproteinas consideradas altamente conservadas. Os genes da familia WNT exercem sua

funcdo através da via canonica ou ndo candnica (DRUMMOND, 2007). Uma das formas de
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ativagdo da via canbnica WNT/fcatenina ocorre pela ligacdo de WNT4 ao receptor frizzled e
LRP5/6, que sofre fosforilagdo. A fosforilagdo de LRP5/6 inibe a formagdo do complexo de
destruicdo de fcatenina permitindo seu acimulo no citoplasma e consequente migracéo para o
nucleo, onde se ligara a fatores de transcricdo (SANTOS, 2015).

Outro gene importante na cascata de ativacdo da via feminina de desenvolvimento é o gene
RSPO-1, que faz parte da familia R-spondina, sendo considerada importante para a
diferenciacéo ovariana (SILVA, 2015). O gene RSPO-1 atua ativando WNT4 e em conjunto,
atuam na estabilizacdo de Scatenina, estabelecendo a via feminina de diferenciacdo (figura 4)
(OHNESORG;VILAIN; SINCLAIR, 2014).

Gonada Bipotencial PBX|, EMX2,
CBX2, LHX9,
WTI, SFI,
WNT4
+  RsPOI

Loop n / + - Loop
B catenina/WNT4 +\ GGF‘?

—f SOX9
\+} P J

SFI +

* v

WT| = AMH

\ 4

DAXI

FOXL2 ——] SOX 9

FOXL2 |— SOX 9

Ovarios Testiculos

Figura 4: Cascata simplificada de ativacdo de genes que participam no desenvolvimento masculino e feminino. Figura
adaptada da aula de desenvolvimento do sistema urogenital - Dra. Adriana Lofrano.
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4. SINDROME DE ROKITANSKY: ETIOLOGIA GENETICA E TIPO DE
HERANCA

As malformagcdes observadas mais frequentemente na sindrome envolvem sistemas que
possuem proximidade espacial entre a quarta e décima segunda semana do desenvolvimento
embrionario. O acometimento urogenital observado nestas pacientes sugere que o defeito
ocorra, devido a uma possivel falha na fusdo dos ductos de Miller (CHEROKI, 2008;
REZENDE, et al., 2013; PITTOCK; VUKSANOVIC; LTEIF, 2005). Os ductos
paramesonéfricos se desenvolvem lateralmente as génadas e sua porcéo caudal cruza os ductos
mesonéfricos e se fundem dando origem ao primordio uterovaginal, que formara o Utero e
também a porcdo superior do canal vaginal (figura 3) (MOORE; PERSAUD; TORCHIA,
2012).

Na tentativa de estabelecer o padréo de heranca genética associada a MRKH, diferentes
estudos apresentaram resultados divergentes (SCHIMKE, 1980; MORCEL, 2008; PETROZZA
et al., 1997; CARSON, et al., 1983). Além destas divergéncias, também existem dificuldades
relacionadas ao estudo da progénie. Contudo, grande parte dos trabalhos sugere que a MRKH
possua heranga autossémica dominante com penetrancia incompleta e expressividade variavel
(FONTANA, etal., 2017; HERLIN, et al., 2014).

Em 1980, Schimke e colaboradores sugeriram a existéncia de uma relacdo entre a
MRKH e adisplasia urogenital hereditaria (HUA), propondo um gene autossdmico dominante
responsavel pelas alteracdes renais e millerianas presentes na HUA. Segundo Morcel (2008),
a MRKH parece ter heranca autossébmica dominante, com penetrancia incompleta e
expressividade variavel. Entretanto, um estudo realizado anteriormente por Petrozza e
colaboradores (1997), utilizando a técnica de fertilizacdo assistida em mulheres portadoras de
MRKH, demonstrou que esse ndo é o padrdo de heranca relacionado a sindrome. N&o foram
observadas anomalias congénitas nos 34 pacientes nascidos vivos (17 mulheres e 17 homens),
exceto por defeito de orelha média e alteracdo na audicdo encontrada em um recém-nascido do
sexo masculino. Autores concluem que os resultados obtidos nesse estudo sugerem heranca
recessiva ou multifatorial. O estudo realizado por Carson, et al. (1983), também sugeriu que
MRKH poderia apresentar um tipo de heranca multifatorial/poligénica.

A hipotese de heranca autossdbmica dominante também é contestada por um relato em 2003
no qual foi descrito pela primeira vez um caso de gémeas monozigéticas que apresentavam
anomalias diferentes. Uma delas procurou a ginecologia com queixa de amenorréia primaria,

sendo diagnosticada com MRKH. Seu exame constatou agenesia uterovaginal combinada a
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auséncia de rim direito. Sua irmé foi diagnosticada com deficiéncia longitudinal tibial bilateral
isolada. Esse relato também demonstra a associagdo entre o desenvolvimento do sistema
esquelético e genitourinario (STEINKAMPF; DHARIA; DICKERSON, 2003).

Segundo Layman (2014), é possivel que 0 mecanismo de imprinting esteja envolvido com
a patogénese da MRKH. Entretanto, existem estudos que demonstram a ocorréncia esporadica
da sindrome e, efetivamente, fatores epigenéticos também podem estar relacionados a esses
casos (FONTANA, et al., 2017; WATANABE, et al., 2017).

5. SINAIS E SINTOMAS ASSOCIADOS A SINDROME DE ROKITANSKY

Amenorréia primaria é normalmente o primeiro sinal clinico observado em pacientes que
apresentam MRKH, podendo estar acompanhada ou ndo de dores abdominais que se
assemelham a colicas menstruais e estdo presentes de maneira ciclica (REZENDE, et al., 2013).
A dispareunia e esterilidade também sdo queixas frequentes. Portadoras da MRKH néo
possuem o terco superior da vagina (vagina em fundo cego) e apresentam aplasia/hipoplasia de
utero, possuem fenotipo feminino com desenvolvimento normal das caracteristicas sexuais
secundarias, pois apresentam ovarios funcionais. Portanto, possuem pubarca e telarca normais
e genitalia externa sem alteracdes (MORCEL, et al., 2007; OPPELT, et al., 2006; GUTSCHE
etal., 2011).

A MRKH pode ocorrer de maneira isolada, ou seja, tendo comprometimento apenas do
sistema reprodutor, ou podem ocorrer complicacdes mais graves, apresentando malformacoes
em outros sistemas além do sistema genital (BORGES, et al.; 2012).

O nivel de comprometimento reflete na classificacdo da sindrome. Sendo classificada da
seguinte maneira:

- MRKH tipica (tipo 1) — E caracterizada por alteracBes que sdo restritas ao sistema

reprodutor. Paciente apresenta aplasia/hipoplasia uterovaginal, porém os ovarios, tubas

uterinas e sistema renal ndo apresentam anormalidades (HERLIN; HOJLAND;

PETERSEN, 2014).

- MRKH atipica (tipo 1l) — Recebem essa classificacdo pacientes que possuem alteracoes

que vao além da aplasia uterovaginal. Também podem ser observadas malformagdes

ovarianas, renais, esqueléticas, cardiacas e auditivas (HERLIN, et al., 2016; OPPELT, 2006).

- Associacdo de MURCS — Algumas pacientes classificadas como MRKH atipica também

possuem alteracdes que se encaixam nos critérios de diagndstico para MURCS. Nessa
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classificacdo da sindrome, a paciente apresenta uma combinagdo de aplasia milleriana e

renal e displasia dos somitos cérvico toracicos (COUTO; MARQUES; AGUAS, 2007).

As diversas malformacdes associadas 8 MRKH podem ter origem a partir da interacdo dos
ductos de Wolff e de Miiller durante as primeiras semanas do desenvolvimento embrionario.
Cerca de 60% das portadoras da MRKH apresentam malformacGes associadas. As
malformagdes do trato urinério sdo as anomalias mais frequentemente encontradas (cerca de
40% dos casos (MORCEL et al., 2007). As principais alteracdes incluem: agenesia renal, rins
ectdpicos, rim em ferradura, duplicacdo da pelve renal e hidronefrose. Por serem alteracdes
muito prevalentes, a investigacdo de alteracOes renais torna-se essencial na avaliacdo de
pacientes com a sindrome (OPPELT et al, 2006; MORCEL et al, 2007; OPPELT et al, 2012).

Além das malformacgbes do trato urindrio superior, alteracbes no sistema esquelético
também sdo encontradas em 20% dos casos (REZENDE et al., 2013). Estas anormalidades
envolvem principalmente a coluna vertebral e de forma menos frequente a face e as
extremidades. Entre as alteracdes relatadas estdo fusdo de corpos vertebrais, escoliose e
anomalia de Klippel-Feil, que se caracteriza por pesco¢o curto, baixa implantacdo capilar e
restricdo da mobilidade do pescoco com a presenca de duas ou mais vértebras fusionadas na
regido cervical (REZENDE et al, 2013; IUTAKA et al, 2011).

A perda auditiva, encontrada em cerca de 10 a 15% das pacientes com associagdo de
MURCS, pode ser condutiva devido a ma formacéo da orelha média ou neurossensorial com
gravidade varidavel. As malformacdes cardiacas associadas sdo raras, ja foram descritas
alteracdes como janela aortopulmonar, comunicacdo interatrial (CIA) e estenose pulmonar
valvar. Alteracdes digitais como sindactilia e polidactilia ttm manifestacdo menos frequente
(MORCEL et al., 2007).

6. DIAGNOSTICO

O diagnostico da MRKH geralmente é tardio devido ao desenvolvimento normal da
genitélia externa e dos caracteres sexuais secundarios. A média de idade do diagnostico esta
entre 15 e 18 anos, tendo a amenorreia primaria como queixa inicial para investigagdo da
sindrome. No entanto ja foram relatados casos de diagnostico na infancia, principalmente
guando ha manifestacdo de alteracGes associadas (GOVINDARAJAN, et al., 2008; BORGES
et al, 2012). Ao exame fisico as mulheres afetadas geralmente apresentam desenvolvimento
pubertario normal, com distribuicdo pilosa e desenvolvimento mamario adequado para a idade.

A vagina € hipoplasica ou ausente e o himen pode estar presente (SOUSA et al., 2014).
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Devido a uma expressao clinica heterogénea, além do exame fisico, uma investigacao
complementar com base em exames de imagem e analise hormonal deve ser realizada quando
existe a suspeita de MRKH. Na existéncia de outros sintomas associados, deve-se realizar raio-
X ou ressonancia magnetica para avaliacéo de alteracGes esqueléticas e audiograma (SULTAN;
BIASON-LAUBER; PHILIBERT, 2009).

A ultrassonografia pélvica é geralmente o primeiro exame de imagem solicitado em
casos de suspeita de MRKH. Através do exame de imagem é possivel verificar a presenca ou
ndo de Utero, que se encontra entre a bexiga e o reto; a determinagédo da posicao dos ovarios e
também a realizacdo de uma avaliacdo renal. A ressonancia magnética é recomendada por ser
um método que apresenta melhor sensibilidade e especificidade. Além disso, para que se
obtenham resultados mais precisos, € importante que o radiologista responsavel pelo exame
seja experiente. Este exame permite avaliacdo do Utero, ovarios, vagina e de anomalias
associadas, porém ndo identifica todos os remanescentes millerianos. A laparoscopia € um
exame invasivo, realizado somente na existéncia de ddvida no reconhecimento de estruturas,
pois permite uma avaliacdo precisa das alteracdes tipicas presentes na sindrome (MORCEL et
al., 2008; ROUSSET, et al., 2013; REZENDE et al, 2013; P1ZZO, 2013).

A andlise citogenética é necessaria para a complementacdo do diagnostico e permite a
distincdo desta sindrome e a sindrome de Morris (ou Sindrome da Insensibilidade Androgénica)
em que ocorre feminilizacdo testicular completa com cariétipo 46, XY. Eventualmente ja foram
encontradas alteracbes cromossémicas em pacientes afetadas, como o caso de translocacao
reciproca dos cromossomos 3 e 16 que resultou em agenesia Utero-vaginal e 0 caso de mosaico
para trissomia parcial do 8 com um fen6tipo de aplasia mulleriana, defeitos renais, esqueléticos
e assimetria facial (CHEROKI, 2008). Outros fatores importantes que devem ser considerados
no diagnostico diferencial sdo a presenca de septo vaginal transversal e himen imperfurado, que

ndo sdo indicativos de aplasia milleriana (P1ZZO et al., 2013).

7. GENES E REGIOES CANDIDATAS

Genes considerados importantes no desenvolvimento embrionario urogenital tém sido
investigados e podem ter papel central na etiologia da doenga (tabela 1). Dentre estes estdo o
WT1 (Wilms tumor 1), gene essencial para o desenvolvimento renal e gonadal, PAX2 (paired
box gene 2), envolvido no inicio do desenvolvimento embrionario, sendo expresso também no
tecido epitelial dos ductos de Miller e Wolff, além de WNT4 e HNF1B (também conhecido
como TCF2) (MASSE, et al., 2009; P1ZZO et al., 2013).



Tabela 1. Genes previamente estudados na busca da etiologia da MRKH.
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Genes Localizacdo Fungéo Desordens Associadas
WT1 11p13 Fator de transcrigdo necessario para  Susceptibilidade ao desenvolvimento de Tumor de
o0 desenvolvimento dos rins e A
gobnadas Wwilms;
Sindrome WAGR,;
Sindrome nefrética;
Sindrome Denys-Drash; Sindrome Frasier
Sindrome Meacham.
PAX2 10924.31 Fator de transcri¢do que pode ter Sindrome papilo renal;
papel na diferenciagdo celular dos Glomérulo esclerose focal e segmentar;
rins. Tem papel critico no Hipoplasia renal.
desenvolvimento do trato urogenital
e olhos
WNT4 1p36.12 Altamente expresso nos rins Sindrome SERKAL,;
Aplasia milleriana;
Hiperandrogenismo;
Disgenesia gonadal completa 46 XY;
Distarbio de diferenciagdo sexual 46, XY.
HNF1B 17q12 Fator de transcri¢éo Diabetes Mellitus;
Atua no desenvolvimento do néfron  Cisto renal,
e regula o desenvolvimento Displasia renal multicistica unilateral e bilateral;
embrionario do pancreas Carcinoma de células renais.
AMH 19p13.3 Promove regressao dos ductos de Persisténcia dos ductos de miller;
miiller. E capaz de inibir o Doenca do sistema genital;
crescimento de tumor derivado de Salpingo-ooforite cronica.
tecidos de origem milleriana
HOXA9 7p15.2 Fator de transcri¢do que atua no Leucemia mieldide;
desenvolvimento do eixo anterior- Sindrome mielodisplasica;
posterior Cordoma de clivus.
HOXA10 7p15.2 Fator de transcri¢do que atua no Criptorquidismo;
desenvolvimento do eixo anterior- Endometriose;
posterior Cordoma de clivus;
Cancer endometrial;
Doencas do sistema reprodutor feminino.
HOXA11 7p15.2 Fator de transcri¢do que atua no Sinostose radio ulnar;
desenvolvimento do eixo anterior- Trombocitopenia;
posterior Incompeténcia uterina cervical.
HOXA13 7p15.2 Fator de transcri¢do que atua no Sindrome mé&o-pé-Utero;
desenvolvimento do eixo anterior- Sindrome Guttmacher;
posterior Hipospadias;
Polegar trifalangeal,
Carcinoma urotelial invasivo de bexiga.
GALT 9p13.3 Catalisa a via de Leloir Galactosemia;

Deficiéncia de galactoquinase com catarata;

Galactosemia Duarte;

Oclusédo de artéria vertebral,
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Deficiéncia de galactose epimerase.

LHX1 17912 Pode desempenhar um papel na Sindrome de microdelegdo 17q12;
formacédo do mesoderma precoce e,  Sindrome de Rokitansky;
posteriormente, na diferenciagdo do  Ureterocele.
mesoderma lateral e na neurogénese

TBX6 16p11.2 Fator de transcri¢do T-box que Disostose espondilocostal 5 (AD);
desempenha um papel essencial na Disostose espondilocostal 3 (AR);
determinacéo do destino das células  Disostose espondilocostal 1 (AR).

estaminais axiais: neural vs

mesodermal
WNT9B 17921.32 Pode ser uma molécula de Sindrome de Rokitansky;
sinalizagdo que afeta o Doenca duodenal.

desenvolvimento de regides

discretas de tecidos

Tabela 1: Genes previamente estudados na MRKH, com suas respectivas localizagdes, funcdes e desordens associadas.

Informac®es retiradas de: www.omim.org e www.genecards.org.

O gene WNT4 faz parte da familia WNT de fatores de sinalizacdo que codifica glicoproteinas
essenciais para o desenvolvimento embrionario. Uma mutacdo nesse gene foi responsavel pela
alteracdo do trato genital interno em uma paciente, porém os autores sugerem que essa mutagao
seja responsavel por um fenétipo diferente da MRKH (MELLO; ASSUMPCAO; HACKEL,
2005; DRUMMOND, 2007). A presenca de uma alteracdo no gene WNT4 descrita em uma
mulher com excesso de andrdgenos, dismorfica, com queixas de amenorréia primaria e com
auséncia das estruturas derivadas dos ductos de Muller, corrobora com tal hipotese (BIASON-
LAUBER, et al., 2007). Entretanto, tais alteracfes também foram associadas a um fenotipo
diferente da MRKH, uma vez que, ndo se detectou o hiperandrogenismo nas mulheres com essa
sindrome. Essas descobertas s6 se aplicam a um ndmero pequeno de casos e a etiologia da
doenca continua desconhecida (HERLIN; HOJLAND; PETERSEN, 2014).

Outros genes candidatos foram investigados previamente e uma possivel contribuicdo
destes na etiologia da doenca foi descartada. Entre eles estdo: hormonio anti mulleriano (AMH),
receptor do horménio anti mulleriano (AMHR), gene HOXal10 e HOXal3 (TIMMERECK, et
al., 2003). Os genes homeobox compreendem uma familia de 39 genes, divididos em quatro
classes (HOXa, HOXb, HOXc e HOXd) e sdo considerados importantes no periodo embrionario,
ja que sdo expressos nos rins e necessarios para o desenvolvimento 6sseo e do trato genital
feminino. O gene HOXa9 ¢ essencial para o desenvolvimento das tubas uterinas, assim como o
HOXal0 é necessario para o Utero e 0 HOXall para a por¢éo superior da vagina, como mostra
a figura 5. Entretanto, na MRKH ndo foi encontrada alteragdes nesses genes (BUREL, et al.,


http://www.omim.org/
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2006; DU; TAYLOR, 2004; SULTAN; BIASON-LAUBER; PHILIBERT, 2009; GUERRIER,
et al., 2006).
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Figura 5: Esquema representativo da atuagdo dos genes HOXa na padronizacgdo do desenvolvimento do aparelho reprodutor
feminino. Foto adaptada de: SULTAN; BIASON-LAUBER; PHILIBERT, 2009.

A hipotese da relagdo entre a sindrome MRKH, galactosemia e fibrose cistica também foi
avaliada (CRAMER, et al., 1996; TIMMERECK, et al., 2003). Cramer et al., 1996 descreveram
pacientes com agenesia vaginal e suas maes para investigar a associacdo de uma mutacdo no
gene galactose-1-fosfato uridil transferase (GALT) e a ocorréncia da sindrome. Eles observaram
que 46% das mulheres afetadas pela sindrome possuiam a mutagdo (N314D). Segundo 0s
autores, é possivel que as demais participantes do estudo possuissem outra mutacdo no gene
GALT ou deficiéncia de enzimas envolvidas no metabolismo da galactose. Contudo, a relacéo
entre esses dois acontecimentos ndo pode ser demonstrada posteriormente por Klipstein, et al.,
2003.

O gene LHX1, também conhecido como Lim homeobox gene 1, estd localizado no braco
longo do cromossomo 17, 17912 (OMIM 601999). Ele é expresso durante o periodo
embrionario no mesoderma intermediario e na gonada fetal. Em camundongos, a auséncia do
gene LHX1 foi associada a agenesia mulleriana. Tais camundongos (Lim1-null) apresentaram
auséncia de utero, cervix, tubas uterinas e porcdo superior do canal vaginal, o que aponta para
um possivel papel deste gene no desenvolvimento normal do sistema reprodutor feminino
(KOBAYASHI, et al., 2004).

Em adicdo, uma mutacao responsavel pela auséncia de proteina funcional do gene LHX1

foi descrita em uma paciente com MRKH, sugerindo que mutagdo em LHX1 pode causar
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MRKH (LEDIG, et al., 2012). Em 2013, este achado foi corroborado por Sandbacka, et al., que
também descreveu a associagdo entre mutagdo no gene LHX1 e a ocorréncia da sindrome.

A participacdo dos genes RAR e RXR no desenvolvimento do aparelho genital de
camundongos foi descrita por Mendelsohn, (1994) e Kastner, (1997). Estes autores observaram
a presenca de mutacGes nestes genes em animais cujo fenétipo se assemelhava ao da MRKH.
Contudo, esses resultados ndo foram replicados em estudo posterior realizado em 25 mulheres
diagnosticadas com MRKH, nas quais ndo foram detectadas mutacdes nos genes RAR-gamma
e RXR-alpha, desta maneira, 0 autor sugere a exclusdo destes genes como determinantes para
ocorréncia da sindrome (CHEROKI, 2006).

DelegBes em outras regides gendmicas como 1g21.1, 17g12 e 22911.21 também foram
descritas em pacientes com MRKH. Dada uma possivel participacdo de diferentes genes na
sindrome, autores sugerem a possibilidade de heranca oligogénica para a MRKH (LEDIG et
al., 2011).

Esta suposicdo se alinha com o trabalho realizado por Morcel em 2011. Neste estudo,
delecBes nas regides 4q34-qter, 8p23, 10p14 e 22q11.2 foram observadas em quatro pacientes
com aplasia Utero vaginal. Todas essas regifes sdo relacionadas a Sindrome de DiGeorge (DGS)
e DiGeorge-like (DGS-like) sugerindo que a aplasia de Utero e vagina pode estar relacionada a
essas sindromes e que a associa¢do de MURCS pode ser uma variacao dentro do amplo espectro
da DGS e DGS-like. Adicionalmente, uma delecdo de 4 Mb em 22q11 foi também descrita em
uma paciente com MRKH. Esta regido esta associada a diferentes defeitos congénitos como
DGS e também Sindrome velocardiofacial (CHOUSSEIN; NASIOUDIS; SCHIZAS, 2017).

Dentre os casos de MRKH ja investigados geneticamente, foram propostas cinco regides
que contém alteracGes (delecdo/duplicacdo) descritas como mais recorrentes na literatura, sao
elas: 1g21.1, 16p11.2, 17912, 22q11.21 e Xp22 e podem possuir envolvimento na sindrome,
sendo 17912 a mais frequente (FONTANA, et al., 2017; WILLIAMS, et al., 2017).

8. TRATAMENTO

Normalmente o tratamento da MRKH é postergado até que a paciente queira dar inicio
a sua vida sexual. Atualmente, existem duas formas de tratamento das alteragdes anatdmicas
para a criacdo de uma neovagina: cirirgico e ndo cirargico. Nos casos em que a escolha do
procedimento é o ndo cirdrgico, 0 método mais difundido é a técnica dilatadora de Frank,
descrito pela primeira vez em 1938. Nessa técnica, a neovagina é obtida progressivamente por
meio da utilizagdo de dilatadores que variam em comprimento e didmetro (figura 6) (FRANK,
1938; FOLCH; PIGEM; KONJE, 2000).
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Figura 6: Dilatadores de diversos tamanhos utilizados no tratamento ndo cirGrgico de MRKH. Fonte:
http://magazinemedica.com.br.

Em 1981, Ingram desenvolveu adaptacdes para a técnica de Frank, sugerindo a
colocacdo do dilatador em um assento de bicicleta. Dessa maneira, as pacientes possuem a
possibilidade de realizar outras atividades durante o tratamento. Tanto a metodologia de Frank
como de Ingram possuem altas taxas de sucesso, sendo recomendadas como tratamento de
primeira linha, porém s6 podem ser aplicadas quando o canal vaginal j& tem uma certa
profundidade (MORCEL, et al., 2007; PIAZZA, 2014).

Segundo Folch, Pingem e Konje (2000), o tempo de criacdo de neovagina varia entre 6
e 8 semanas. Contudo, um estudo realizado por Edmonds e colaboradores (2012) selecionou
245 mulheres, entre o periodo de 1998 e 2010, que ndo tinham realizado nenhum tipo de
tratamento e as submeteram ao uso de dilatadores. O processo durou entre 2 e 19 meses com
resultado satisfatorio em 94,9% dos casos. Em 2001, Roberts, Haber e Rock, publicaram um
estudo onde foram selecionadas 51 pacientes para realizagdo da variante proposta por Ingram.
Dessas, 37 aceitaram realizar o procedimento e 34 delas obtiveram sucesso, constatando uma
taxa de 91,9% de sucesso.

A criagdo de neovagina também pode ser realizada através de intercurso sexual. Essa é
uma possibilidade para aquelas mulheres que possuem parceiro fixo, constituindo assim uma
metodologia alternativa para procedimentos cirurgicos (MOEN, 2014).

Quando a opcéo escolhida € a do procedimento cirdrgico, existem trés técnicas que sao
mais difundidas: método de MclIndoe, de Vecchietti e a colpoplastia sigmoide, que atualmente
se encontra em desuso. Na técnica de Mclndoe ocorre disseccdo da regido localizada entre o
reto e a bexiga. Ap0s a cirurgia, ainda sdo necessarias dilatacdes frequentes, o0 que constitui
uma desvantagem do método (FOLCH, PIGEM, KONJE, 2000; SOUSA, et al., 2014,
MORCEL et al., 2007).

Abramowicz et al., 2013 afirmam que a técnica de Vecchietti € um procedimento

simples, rapido, eficaz e com baixa morbidade. Esses pesquisadores avaliaram 8 pacientes
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submetidas ao método de Vecchietti por laparoscopia, obtendo sucesso anatdmico em 75% dos
casos.

Mulheres com MRKH podem ter a vida sexual comprometida assim como a
possibilidade na vida reprodutiva. Dessa forma, além do manejo e correcfes das anomalias
anatdmicas, o tratamento de sintomas tais como quadros de depresséo, perda da autoestima e
disturbios na personalidade também se tornam importantes devido ao grande impacto
psicoldgico desencadeado nessas pacientes quando descobrem agenesia Utero vaginal
(EDMONDS, 2003; REZENDE, 2013).

Carrard e colaboradores (2012) avaliaram o resultado funcional e a influéncia sobre a
sexualidade de 59 pacientes que foram submetidas a colpoplastia sigmoéide ou ao método de
Frank. Nos dois grupos, 28% das pacientes apresentavam sinais de depressdo. Em relacdo a
imagem corporal que as pacientes tinham de si mesmas, 70% do grupo submetido a colpoplastia
sigmdide se sentiu “totalmente feminina” contra 60% do grupo submetido ao método de Frank.
Outro aspecto analisado foi o desejo da maternidade, 77% do total desejavam ou ja tinha optado
pela adocdo e 82% iriam considerar a maternidade por Utero de substitui¢do. Vale ressaltar que
6 pacientes relataram a presenca de depressdo devido ao desejo nao realizado da maternidade.

Estudos indicam que o diagnéstico precoce da MRKH é muito importante e o
desempenho dos médicos, pediatra e ginecologista, é essencial para isso (NAVARRO et al.,
2012). Contudo, outros trabalhos afirmam que quando mais tarde for diagnosticada a condicéo,
melhor a capacidade de aceitacdo das pacientes (KRUPP et al., 2014). Apesar das divergéncias
existentes entre os estudos, ha a necessidade de acompanhamento psicoldgico as pacientes visto
que a sindrome afeta a vida sexual assim como a capacidade de gestacdo (COUTINHO, 2011,
BEAN et al., 2009). O momento ideal para determinar o inicio do tratamento é uma deciséo da

paciente assim como a técnica que sera utilizada. (NAVARRO et al., 2012).

9. JUSTIFICATIVA

A MRKH ¢é uma doenca congénita diagnosticada, na maioria dos casos, tardiamente,
durante a adolescéncia. Responsavel por uma percentagem significativa dos casos de
amenorréia primaria € a segunda causa mais frequente, ficando atrds somente da disgenesia
gonadal. A doenca ainda ndo possui etiologia conhecida e a identificacdo de alteracGes
geneéticas que estejam associadas a esse quadro clinico podera contribuir para sua elucidacéo,
além de ajudar na compreensdo do desenvolvimento do aparelho reprodutor.

O melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nessa condi¢do clinica podera

cooperar para a qualidade de vida das mulheres afetadas. Além disso, o diagnostico precoce e
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correto da sindrome também pode auxiliar no manejo dos impactos psicoldgicos associados,
além contribuir para o aconselhamento genético.

Muitas pacientes procuram centros de satde ja com diagnéstico de MRKH. Contudo, nem
sempre essas mulheres se encaixam nos critérios da doenca. A realizacdo de exames de imagem,
hormonais e o cari6tipo sdo necessarios para efetuar um diagndstico diferencial com outras
enfermidades que se apresentam com caracteristicas semelhantes como amenorreia priméria e
caracteres sexuais secundarios desenvolvidos. Por esse motivo, um fluxograma para analise do
quadro se torna essencial para o correto diagndstico da sindrome além de auxiliar no manejo de

alteracdes associadas.

10. OBJETIVO

10.1 Objetivo Geral
Identificar alteracBes genéticas que possam estar associadas a etiologia da MRKH.

10.2 Objetivos especificos

1. Descrever o conjunto de sinais clinicos observados em um grupo de 14 pacientes
diagnosticadas clinicamente com a MRKH,;

2. Analisar o cari6tipo destas pacientes;

3. Investigar alteragdes submicroscopicas no grupo de pacientes investigadas;

4. Verificar a relacdo genotipo/fendtipo entre as alteracdes encontradas e o quadro clinico
das pacientes;

5. Propor um fluxograma de investigacao geral para pacientes com malformacao no sistema

genital feminino.

11. METODOLOGIA

11.1 Pacientes
As pacientes participantes desse estudo foram provenientes do Hospital Universitario de
Brasilia (HUB) assim como de outros estados do Brasil. Apos a realizacdo da consulta, as
médicas geneticistas informaram sobre o projeto e seus objetivos.
As pacientes que concordaram em participar da pesquisa foram elucidadas no que diz
respeito ao sigilo de identidade dos participantes e também sobre a utilizacdo de imagens. Apés

esclarecimento das dividas, o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi
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disponibilizado para preenchimento. As que residiam em Brasilia foram entdo encaminhadas a
avaliacdo ginecoldgica detalhada, permitindo classifica-las nos trés subtipos da sindrome.

Para aquelas pacientes que ndo puderam vir a Brasilia para a consulta, mas que quiseram
participar do projeto, foram encaminhadas instrucbes para o envio do material bioldgico
juntamente com os pedidos médicos de exames necessarios para o diagnostico de MRKH, além
de um questionério utilizado na avaliagdo do quadro clinico. Da mesma forma, foram
elucidadas as duvidas a respeito do estudo e, por fim, procedeu-se a assinatura do TCLE. Este
estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia (CEP-FM — CAAE: 60695716.1.0000.5558).

11.1.1 Critérios de Incluséo

1) Apresentar diagndstico clinico prévio da sindrome;

2) Assinatura dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido pelos
pacientes/responsaveis.

11.1.2 Critérios de Excluséo
1) Nao concordancia em participar do estudo;
2) Nao apresentar fenotipo clinico de MRKH.

11.1.3 Material Bioldgico

Para a realizacdo dos exames propostos neste trabalho, foram coletados de 4 a 8 ml de
sangue periférico de cada paciente em um tubo de sangue contendo heparina, que foi utilizado
para exame de cariétipo, e um tubo com &cido etileno diamina tetracético (EDTA) que foi
encaminhado para extracdo de DNA seguido de PCR para deteccdo de SRY e CMA, conforme

apresentado no fluxograma elaborado para o estudo (figura 7).
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Figura 7: Fluxograma do estudo.

11.1.4 Exame de Cariotipo

Seguindo o protocolo de rotina para a obtengdo de linfocitos a partir de sangue periférico,
a amostra de sangue coletada em tubo contendo heparina foi semeada em garrafa estéril para
cultura de células contendo meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) enriquecido com
fitohemaglutinina, L-glutamina e soro fetal bovino. Ap6s 72h de incubagdo a 37°C, foi
adicionado Colchicina, com o intuito de parar a divisao celular na etapa de metafase, onde os
cromossomos estdo mais condensados.

Posteriormente, as amostras foram transferidas para tubos falcons de 15 ml, submetidas a
centrifugacdo, retirada do sobrenadante e em seguida, foi realizada a hipotonizacdo. Apoés a
centrifugacdo e descarte do sobrenadante, foi realizada a fixacdo das células com Fixador de
Carnoy | (3:1 Alcool Metilico/ Acido Acético Glacial). Em seguida, as amostras foram
gotejadas em laminas de vidro e colocadas a 37°C ou a temperatura ambiente por 7-10 dias,
submetidas ao Bandamento G e ao final, coradas com Giemsa.
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11.2 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA foi utilizado o méetodo Puregene. A lise celular foi promovida
em um tubo falcon contendo sangue total e 5mM de MgCl; e 1ImM EDTA pH 8,0, seguida de
centrifugagéo a 3400 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi removido, preservando-se o pellet
de células e 100-200 ul de liquido residual. O tubo foi homogeneizado para ressuspender as
células brancas e foi adicionado 3ml da solucéo de lise celular (LOmM Tris pH 7,5, ImM EDTA
pH 8,0 e 1% SDS).

Em seguida, foi realizada a etapa de precipitacdo de proteina adicionando 1ml da
solucgéo de precipitacdo (7,5M NHsAc e 57,819 de acetato de amdnia). Novamente, o tubo foi
homogeneizado e centrifugado a 3400 rpm por 10 minutos. Esse procedimento promoveu a
formacéo de um pellet marrom compacto.

A precipitagcdo do DNA foi realizada transferindo o sobrenadante contendo o DNA para
outro tubo falcon contendo 3ml de isopranol 100%. O tubo foi invertido lentamente até o
aparecimento de um precipitado de DNA. A amostra foi centrifugada a 3400 rpm por 3 minutos,
ocorrendo a formacéo de pellet branco. Apos a retirada do sobrenadante foi adicionado 3ml de
etanol 70% seguido por nova centrifugacdo a 3400 rpm por 1 minuto e descarte do
sobrenadante. A amostra foi deixada a temperatura ambiente por 15 minutos.

Por ultimo, 200-250ul de tampédo TE 1x foi adicionado para hidratacdo do DNA. O

DNA foi armazenado entre 2-8°C.

11.3 Técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica de PCR para deteccdo do gene SRY foi realizada em todas as pacientes
participantes do estudo. Cada reacéo de 15ul conteve: 10ul de GoTag® DNA polimerase, 2l
de DNA, 0,3ul de primer SRY foward, 0,3ul de primer SRY reverse e 2,4ul de agua. As
sequéncias dos primers foward e reverse foram respectivamente: 5> — CAT GAA CGC ATT
CATCGTGTGGTC-3"e5 —CTG CGG GAA GCAAACTGC AATTCTT-3".

A reacdo de PCR foi realizada a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 15
segundos para desnaturacgdo; 65°C por 20 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 20
segundos para extensdo. Por fim, 72°C por 10 minutos. O produto da PCR foi aplicado em gel

de agarose 1,5% corado com brometo de etidio e visualizado no transiluminador de luz UV.
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11.4 Andlise Cromossdmica por Microarray (CMA)

Neste estudo foi utilizada a plataforma CytoscanTM 750k (Affymetrix) para a investigacao
da presenca de alteragbes cromossdmicas submicroscopicas nas pacientes participantes do
estudo. Essa plataforma permite alta resolucdo tanto de variagdes no nimero de copias (CNVSs)
quanto de perda de heterozigose (LOH), por possuir um sistema de sondas que identificam
CNVs (aproximadamente 500.000 sondas) e polimorfismo de Gnico nucleotidio (SNP)
(aproximadamente 250.000 sondas).

O CMA foi conduzido conforme orientacdes do fabricante. Inicialmente, ap0s a extracao
do DNA gendmico, foi realizado ajuste das concentracdes das amostras para 50ng/ul. As
amostras das pacientes mais um controle positivo e negativo, fornecido pelo fabricante, foram
digeridos com enzima de restricdo Nsp | (Affymetrix, EUA). Posteriormente, ocorreu a ligacédo
do DNA digerido a adaptadores, que sdo reconhecidos por primers universais utilizados na
reacdo de PCR para amplificacdo dos fragmentos. Esses fragmentos devem se apresentar no gel
de agarose 2% em TBE 1X com 150 - 2.000 pb de comprimento.

Apbs a corrida em gel de agarose, o produto de PCR foi purificado utilizando esferas
magnéticas (Affymetrix, EUA) que permitem a aderéncia do DNA em sua superficie. Em
seguida, foi realizada a quantificagdo das amostras em espectofotdmetro. A fragmentacéo foi
realizada com mix de fragmentacéo (Affymetrix, EUA) e confirmadas em gel de agarose 4% em
TBE 1X com fragmentos de 25 - 125 pb. As amostras foram marcadas com biotina e aplicadas
no GeneChip® (Affymetrix, EUA) para hibridizacdo que tem duracdo de 16-18h.

Posteriormente, os GeneChip® foram lavados em uma estacdo fluidica com tampdes de
lavagem e marcados com fluor6foros para leitura pelo laser. Os GeneChip® foram escaneados
no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) e analisados no Chromosome Analysis Suite
(ChAS) 2.0 software (Affymetrix). As etapas da técnica de CMA estdo apresentadas na figura
8.



36

IExtracéo do DNA genémicol 1 hora

Dia 1 _ < | Digestdo | 3 horas
Finaliza com l
a Ligagao
| Ligagao | 4 horas
| Amplificagao por PCR | 3 horas
! area de pré PCR
e
/ area de p6s PCR
quadruplicata da PCR Fragmentagéo 2 horas
de cada amostra 1h
ora Eletroforese em gel de
frofafafe] e
D,a 2 D[a 3 -~ Marcagéo e Aplicagdo no GeneChip | 6 horas
& .  Eletroforese em gel de Comega com a SyiSoan /R0OK Clymedx e
omega com a agarose a 2% Fragmentagéao l
e termina com a e termina com
Quantificagdo do S R ibridacs ibridaca 16 - 18 horas
DNA purificado I Purificagdo da PCR I 2 horas ::;%:acao i I Hiyidagio |
- - . Dia 4 Lavagem, Marcagao com 3 horas - Lavagem e marcagéo
\ Quantificagdo 30 minutos Termina com o escaneamento | _fluordforos e Escaneamento )
do chip e anélise dos resultados 52 minutos

escaneamento de cada chip

Figura 8: Protocolo da plataforma Affymetrix para Analise Cromossdmica por Microarray.

12. RESULTADOS

Inicialmente, 14 pacientes diagnosticadas clinicamente com MRKH foram avaliadas e
inseridas neste estudo. Entretanto, ao longo de investigacdes complementares, uma paciente foi
reclassificada em outras categorias de malformag6es mullerianas (MU) (P11), uma paciente foi
diagnosticada com distarbio de diferenciacdo sexual (DDS) (P12) e duas pacientes nao
apresentavam 0s critérios necessarios para diagnéstico de MRKH, mas ndo foi possivel
estabelecer o diagndstico clinico (P4, P10). Portanto, no presente trabalho, 10 pacientes foram
diagnosticadas com MRKH. A figura 9 apresenta a representacdo grafica da proporc¢éo de cada
diagndstico detectado no estudo e apresenta maior proporcao de pacientes com diagnostico de
MRKH I.
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Figura 9: Representacéo gréafica das proporgdes de diferentes diagndsticos detectados no estudo (n=14).

Os dados ginecoldgicos das participantes do estudo estdo apresentados na tabela 2,
mostrando que dentre as pacientes avaliadas, apenas uma possuia Gtero com volume normal,
porém septado (7,1%), uma possuia presenca de corno uterino (7,1%), dez possuiam agenesia
uterina (71,43%); e duas possuiam atero rudimentar (14,37%). As avaliacbes complementares

incluem avaliacdo renal, esquelética, cardiaca e auditiva, representadas na tabela 3.



Tabela 2: Resumo das caracteristicas clinicas das participantes do estudo.

PACIENTES

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13
P14

Tabela 2: Nao avaliado (NA), Ovario direito (OD), ovario esquerdo (OE). *Ap0s realizacdo de cirurgia para construcdo de neovagina. **Ap6s dilatagdo natural.

IDADE
(anos)

25
28
22
22

41

38

41
29

29

12
32

29

33
29

CANAL VAGINAL
(cm)

NA

1,4

15

Dilatacdo natural
8,5*

4,6
3,3

6,1**

Né&o foi possivel a
avaliacédo

3,9
9,5

Somente terco inferior
1

UTERO
Ausente
Ausente
Ausente
Rudimentar

Ausente
Ausente

Ausente
Presenca de corno uterino

Rudimentar

Ausente
Septado em retroversdo

Ausente

Ausente

Ausente

OVARIOS
No limite inferior
Sem alteracdes
Ovarios com aspecto micropolicistico
Sem alteracdes

Atroficos
Posicdo mais cranial. Formagdes cisticas

Sem alteracdes
Sem alteragdes

Sem alteracdes

Ausente
Sem alteracdes

OD com presenca de cisto

Somente OD

Sem alteracBes

OD (cm3)
NA
7,4
20
10,8
1,9
28,5
7,3

5,6

3,2
Ausente
13,5

3,31

NA
NA

OE (cm?)
NA
114
26,2
12,3
0,7
26

4
20

3,6
Ausente
10,6

4,81

NA
NA

38



Tabela 3: Resumo das alteragBes encontradas nas pacientes.

PACIENTES

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7
P8

P9

P10

P11

IDADE
(anos)

25

28

22

22

41

38

41
29

29

12

32

AVALIAGAO RENAL

Sem alteracdes

Sem alteracdes

Sem alteracdes

Sem alteracdes

Sem alteracdes

RD ausente; RE pélvico com
aneurisma no ramo arterial distal
e caliectasia

Sem alteracdes

Sem alteracBes

Sem alteracdes

RE ausente

Sem alteracdes

AVALIACAO ESQUELETICA

NA

Diminuicéo dos espacos vertebrais

NA

Hipoplasia de disco intervertebral de L5-S1

Escoliose

Vértebra de transi¢do lombossacra com megapéfise
transversa esquerda neoarticulada ao sacro

NA
Escoliose/Osteofitose

Osteofitose/Reducdo do espaco intervertebral T11-T12

Costelas cervicais rudimentares bilaterais e reducéo dos
espacos intervertebrais em C3-C4, C5-C6 e L5-S1.
Acentuacao da cifose toracica e desvio do eixo vertebral
toracico a direita

NA

AVALIACAO CARDIACA

Prolapso da valva
mitral/insuficiéncia mitral

NA

CIA, CIV e PCA

Registro de duas extrassistoles
supraventriculares isoladas

Sem alteragdes

Sem alteracGes

NA

Sem alteragbes

Sem alteragbes

Sem alteragBes

NA

39

AVALIACAO
AUDITIVA

Sem alteracGes

NA

Sem alteracGes

Rebaixamento na funcédo
coclear bilateral

Sem alteracGes

Perda auditiva em altas
frequéncias

NA

Sem alteracGes

Sem alteracGes

Sem alteracGes

NA
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P12 29 Sem alteracBes NA NA NA
P13 33 Sem alteracdes NA NA NA
P14 29 Sem alteracdes Escoliose NA Sem alteracGes

Tabela 3: Comunicagéo intratrial (CIA), comunicacéo interventricular (CIV), persisténcia do canal arterial (PCA), rim direito (RD), rim esquerdo (RE). N&o avaliado (NA).
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Nota-se que dentre as alteragdes extragenitais, as alteracdes esqueléticas foram mais
frequentes neste estudo. A figura 10 agrega a frequéncia de alteragBes renais, esqueléticas,

auditivas e cardiacas nas pacientes diagnosticadas com MRKH, avaliadas neste estudo.

ALTERAGCOES EM MRKH

it Alt. Renais (Agen., RP, AR, Caliec.
Alt. Cardiacas (PVM, IM, Cla,  Alt- Auditivas (haen | )
10% 0
CIV, PCA)
20% \

:

Alt. Esqueléticas (RJV, escol., osteof., VT)
60%

Figura 10: Gréficos apresentando as frequéncias das diferentes alteracdes clinicas observadas nas pacientes com diagnéstico
de MRKH (n=10). Prolapso da valva mitral (PVM), Insuficiéncia mitral (IM), Comunicag¢do intratrial (CIA), comunicagdo
interventricular (CIV), persisténcia do canal arterial (PCA), Agenesia (Agen), rim pélvio (RP), aneurisma renal (AR),
caliectasia (Caliec), Reducédo dos espagos vertebrais (REV), Escoliose (Escol.), Osteofitose (Osteof.), vértebra de transigdo
(V).

O resumo dos resultados obtidos por cariotipo, CMA e a classificagdo das pacientes

estdo representados na tabela 4.



Tabela 4: Resultados de cariétipos e CMAs realizados.

PACIENTE

P1

P2

P3

P4

29

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

Tabela 4: Paciente sem diagndstico definido (SDD), anomalia miilleriana (MU).

CARIOTIPO CMA

46,XX Sem alteracBes

46,XX Sem alteracBes

46,XX Sem alteracBes

46,XX Sem alteracBes

46,XX Sem alteracBes

46,XX Delecéo 6914.3 arr[hg19]6q14.3(86,635,033-

87,762,722)

46,XX Sem alteracGes

46,XX Duplicagdo 7q11.23 arr[hg19]7q11.23(72,732,834-
74,136,633)x3

46,XX Sem alteracBes

46,XX Sem alteracBes

46,XX Sem alteracBes

46,XY Sem alteracBes

46, XX, 22pstk+

46,XX

Sem alteracBes

Sem alteracBes

TAMANHO DA
ALTERACAO

1,128Kb

1,404Kb

42

FENOTIPO

MRKH II; prolapso da valva
mitral e insuficiéncia mitral
MRKH I1I; diminuicdo dos
espacos vertebrais
MRKH II; CIA, CIV e PCA

SDD

MRKH II; escoliose

MURCS; aplasia RD,
veértebra de transicdo
MRKH I
MRKH II;
escoliose/osteofitose
MRKH II,
osteofitose/reducdo dos

espacos intervertebrais
SDD

MU
DDS
MRKH |

MRKH II; escoliose
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12.1 PCR para deteccdo do gene SRY
Os resultados obtidos pela técnica de PCR revelaram a presenca de SRY em apenas
uma paciente participante do estudo (figura 11).

Figura 11: PCR para deteccdo do gene SRY. Marcador (M), controle positivo (CP), controle negativo (CN). Somente a paciente
P12 mostrou banda positiva para SRY.

12.2 Descricéo das pacientes portadoras de MRKH

Paciente 1

Paciente de 25 anos de idade, atendida no ambulatdrio de genética do HUB, filha de
pais ndo consanguineos. Refere telarca e pubarca aos 9 anos de idade, sem menarca. Procurou
0 servico de salde aos 15 anos de idade e realizou exames que identificaram agenesia uterina e
presenca de ovarios bilateralmente.

No exame ginecologico foi relatada a presenca de vagina curta em fundo cego, presenca
de pelos pubianos e genitalia externa sem alteragfes. O ultrassom (USG) realizado revelou
agenesia uterina, presenca de ovarios com volume no limite inferior. Possui rins topicos de
contornos e volume preservados. O exame cardiaco revelou prolapso da valva mitral e
insuficiéncia mitral. A paciente relata amenorréia primaria e dispareunia no inicio do ato sexual.
Paciente tambeém apresenta gastrite, Ulcera, refluxo gastroesofagico e miopia. Ao exame fisico,

ndo apresenta dismorfias.
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Nos exames laboratoriais apresentou: LH: 28,88; FSH: 5,69; prolactina: 19,65;
estradiol: 249,5; testosterona total: 43,54 e progesterona: 0,903.

A analise de metéafases, obtidas da cultura temporaria de linfécitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em numero e em estrutura. O cariétipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detec¢do do gene SRY foi negativa.

Na investigacdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscépicos pela anélise

cromossémica por microarray ndo foram detectadas alteragdes.

Paciente 2

Paciente de 28 anos de idade, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de
pais ndo consanguineos, foi encaminhada a genética para investigacdo. Ao exame fisico, ndo
apresenta dismorfias.

O USG realizado revelou agenesia uterina, presenca de ovarios bilateralmente, ovario
direito (OD) com volume de 7,4 cm3, ovério esquerdo (OE) com volume de 11,4 cm3, vagina
curta em fundo cego, de aproximadamente 1,4 cm de comprimento. Possui rins topicos, com
forma, contorno, ecotextura e dimensdes normais.

Relata que possui uma irma que teve tumor renal que foi extraido e outra irma com
nddulo mamario. A primeira filha de seus pais faleceu com pouco mais de 1 ano. Raio X
demonstrou diminuigéo de espagos vertebrais, sem fusdes.

A andlise de metafases, obtidas da cultura temporéaria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em numero e em estrutura. O cariotipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detec¢do do gene SRY foi negativa.

Na investigagdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscopicos pela analise

cromossdmica por microarray ndo foram detectadas alteracdes.

Paciente 3

Paciente de 22 anos, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de pais ndo
consanguineos. Refere pubarca e telarca aos 13 anos de idade. Paciente refere que tinha himen
imperfurado e que realizou tratamento com dilatadores. Ao exame fisico, apresenta
caracteristicas sexuais secundarias desenvolvida e ndo apresenta dismorfias.

No exame ginecoldgico foi relatado mamas e vulva integras e presenca de vagina curta
em fundo cego, de aproximadamente 1,5 cm de comprimento. O USG realizado mostrou

agenesia uterina, presenca de ovarios bilateralmente, OD com volume de 20,0 cm3 e OE com
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volume de 26,3 cm3, ambos com aspecto micropolicistico. Possui rins topicos, de contornos e
volume preservados.

A ressonancia magnética (RM) da pelve confirmou agenesia uterina com presenca de
ovario bilateralmente. Também revelou presenca de fibroma ovariano esquerdo sem significado
patoldgico especifico.

Nasceu com alteracOes cardiacas como comunicagdo intra-atrial (CIA), comunicacao
interventricular (CIV) e persisténcia do canal arterial (PCA). O CIA e PCA tiveram fechamento
espontaneo. Paciente relata que ja realizou exames de audicdo sem alteraces.

Nos exames laboratoriais apresentou: LH: 6,8; FSH:3,7; prolactina: 24,3; estradiol:
97,6; testosterona: 32,9 e progesterona: 5,9.

A analise de metafases, obtidas da cultura temporéaria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em numero e em estrutura. O cariétipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detec¢do do gene SRY foi negativa.

Na investigagdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscopicos pela analise

cromossdmica por microarray ndo foram detectadas alteracdes.

Paciente 5

Paciente de 41 anos de idade, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de
pais consanguineos (primos de 1° grau). Refere telarca e pubarca aos 14 anos, sem menarca.
Aos 24 anos procurou ajuda médica e aos 28 tentou ter relagdo sexual, porém nao houve
penetracdo. Depois de varios atendimentos foi constatada auséncia do terco superior da vagina.
Relata que teve dilatacdo natural, ndo necessitando de cirurgias ou uso de dilatadores. Paciente
possui hérnia de hiato, hipermetropia. Ao exame fisico, ndo apresenta dismorfias.

O USG pélvico mostrou agenesia uterina, presenca de ovarios atroficos bilateralmente,
OD com volume de 1,9 cm3, OE com volume de 0,7 cm3 e vagina normal (apds dilatacéo
natural). O USG de abddomen total ndo mostrou alteragdes. O raio X revelou escoliose lombar
dextro convexa. Paciente refere que exames cardiacos ndo demonstraram alteracfes assim como
0 audiograma.

Nos exames laboratoriais apresentou: LH: 9,34 mIU/mL; FSH 13,6 mIU/mL; prolactina
7,2 ng/mL; estradiol 56,1 pg/ml; testosterona: 32,5 ng/dl e progesterona: 1,50 ng/mL.

A analise de metafases, obtidas da cultura temporaria de linfécitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em numero e em estrutura. O cariétipo determinado foi 46,

XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detecgdo do gene SRY foi negativa.
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Na investigacdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscopicos pela andlise

cromossOmica por microarray ndo foram detectadas alteragdes.

Paciente 6

Paciente de 38 anos de idade, atendida no ambulatdrio de genética do HUB, filha de
pais ndo consanguineos. Relata que entre 13 e 14 anos teve a telarca, entretanto s6 aos 15 anos
procurou o servico médico com queixa de amenorréia. Ao exame fisico, ndo apresenta
dismorfias.

No USG realizado nessa época foi dado o diagnostico de gravidez, porém na repeticao
do exame foi constatada a presenca de rim pélvico, Unico; auséncia de Utero, canal vaginal e
ovarios.

Novo USG revelou agenesia uterina, presenca de ovarios bilateralmente e canal vaginal
de aproximadamente 8,5 cm de comprimento, apés cirurgia de neovagina. Outros achados desse
USG incluem: cisto simples de aspecto funcional no OE, agenesia de rim direito (RD), rim
esquerdo (RE) pélvico com hipertrofia vicariante e esteatose hepatica grau 1.

Na RM, foi identificado aneurisma no ramo arterial distal do rim pélvico, sem sinais de
trombose, medindo 1,9 cm de diametro. Ainda neste exame, foi observada caliectasia de alguns
segmentos do rim pélvico, preenchido por material de alto conteddo proteico/hematico. Os
ovarios foram caracterizados em situacdo mais cranial do que o habitual, mostrando formac6es
cisticas de permeio em formato levemente alongado. Diferentemente do observado no USG, a
RM revelou OD com volume de 28,5 cm® e OE com volume de 26,0 cm3,

O RaioX realizado identificou presenca de vértebra de transi¢do lombossacra (VT), com
megapofise transversa esquerda neoarticulada ao sacro, associada a alteracbes degenerativas
secundarias. Exame cardiaco ndo demonstrou alteracfes. Audiograma revelou perda auditiva
em altas frequéncias. A paciente se queixa de disturbio de degluticdo, com frequentes engasgos
e apresenta leve frouxiddo ligamentar de grandes articulages.

A paciente teve um acidente vascular encefalico (AVE) isquémico agudo em 10/2017.
A angiografia cerebral revelou presenca de estenose no segmento V4 da artéria vertebral direita.
Presenca de disseccdo no segmento V3 da Artéria vertebral esquerda, com grande trombo
intraluminal que se estende até a artéria basilar e segmento P1 de artéria cerebral posterior
direita. Também foi evidenciado nesse exame oclusdo da artéria cerebelar postero inferior
esquerda.

Outros exames revelaram discreta irregularidade parietal no segmento V3 da artéria

vertebral esquerda, com trombose arterial parcial aguda do segmento V4. Hipodensidade
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sugestiva de insulto isquémico no territorio irrigado pela artéria cerebelar posterior e inferior
esquerda, comprometendo o hemisfério cerebral esquerdo.

Nos exames laboratoriais apresentou: FSH 4,1mIU/mL,; prolactina 5,7ng/mL; estradiol
41,57pg/mL e progesterona inferior a 0,15ng/ml.

A anélise de metéafases, obtidas da cultura temporéria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em nimero e em estrutura. O cariotipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detec¢do do gene SRY foi negativa.

A analise cromossémica por microarray revelou uma delecdo de 1,128KB no
cromossomo 6g14.3 arr[hg19]6q14.3(86,635,033-87,762,722)x1, incluindo o gene HTR1E

conforme mostrado na figura 12.
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Figura 12: Delecédo 6q14.3 arr[hg19]6914.3(86,635,033-87,762,722)x1, representada pelo retdngulo vermelho, identificada
na paciente P6. Imagem gerada pelo software de analise (Chas).

Paciente 7

Paciente de 41 anos, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de pais ndo
consanguineos. Teve telarca e adrenarca aos 12 anos e aos 15 anos iniciou investigacdo por
apresentar queixa de amenorréia primaria e por colica intensa. Foi orientada a utilizar
contraceptivo hormonal por 2 anos. Aos 17 anos foi reavaliada, com diagnostico de Gtero
infantil.

Teve coitarca aos 18 anos, com dispareunia e sangramento. Aos 21 anos passou por

nova avaliacdo ginecoldgica que identificou encurtamento do canal vaginal. Paciente teve
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dilatacdo natural, ndo sendo necessario procedimento cirurgico ou utilizagdo de dilatadores. Ao
exame fisico, ndo apresenta dismorfias.

O USG pélvico mostrou agenesia uterina, presenca de ovarios bilateralmente, OD com
volume de 7,3 cm3, OE com volume de 4,0 cm3, canal vaginal com aproximadamente 4,6 cm
de comprimento. Possui rins tépicos, com forma, contornos, dimens@es e ecotextura normais.

A anélise de metéfases, obtidas da cultura temporéria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em numero e em estrutura. O cariétipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detec¢do do gene SRY foi negativa.

Na investigagdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscopicos pela analise

cromossdmica por microarray ndo foram detectadas alteragoes.

Paciente 8

Paciente de 29 anos, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de pais ndo
consanguineos. Refere que aos 16 anos procurou assisténcia médica com queixa de amenorréia
primaria. O USG realizado revelou agenesia uterina e vagina de aproximadamente 0,5 cm. A
paciente iniciou tratamento ndo cirdrgico para cria¢do de neovagina com uso de dilatadores.

Um novo USG confirmou a agenesia uterina e presenca de ovarios bilateralmente. OD
com volume de 5,6 cm3, OE com volume de 20 cm? e revelou aumento do canal vaginal para
aproximadamente 3,3 cm de comprimento. Possui rins topicos, com forma, volume e contorno
normais, porém possui esteatose hepatica de grau Il.

A RM da pelve que demostrou lesdo expansiva na regido anexial esquerda, de provéavel
natureza neoplésica, com possivel componente fibroso. Nova RM foi solicitada com o objetivo
de acompanhar a lesdo na regido anexial. Esse exame demonstrou corno uterino rudimentar na
regido anexial esquerda, com anatomia zonal, sinal e realce semelhante ao Utero, medindo 3,5
cm com presenca de tecido endometrial de 0,3 cm de espessura. Na regido anexial direita, ha
formacao uterina rudimentar menor, porém sem diferenciacdo zonal ou tecido endometrial.

O raioX de coluna total revelou escoliose sinistro convexa dorsal e osteofitose marginal
antero-lateral. Paciente refere exames cardiacos e auditivos normais.

Nos exames laboratoriais demonstrou: LH: 4,21 mlU/mL; FSH: 4,85 mlU/mL;
prolactina: 13,40 ng/mL,; estradiol: 74 pg/mL; testosterona: 36,2 ng/dL; e progesterona: 1,28
ng/mL.

No exame fisico foi vista implantagdo estreita de cabelos na fronte, orelhas pequenas
com l6bulos aderidos, arcada supraciliar proeminente, fendas palpebrais obliquas para baixo,

raiz nasal média/alta, pequena assimetria das asas do nariz (esquerda menor que direita), filtro
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médio, Uvula integra, palato alto, queixo proeminente, acantose nigricans cervical, estrias na
regido superior do ombro, tanto na por¢do anterior quanto posterior, mdos sem alteragdes,
quintos dedos curto, coxins fetais do 3° ao 5° dedo, unhas hiperconvexas, foliculite acentuadas
nas coxas, pes planos e discreta micrognatia. Possui também miopia, astigmatismo e
estrabismo.

A anélise de metéfases, obtidas da cultura temporéria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em numero e em estrutura. O cariétipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detec¢do do gene SRY foi negativa.

A anélise cromossdmica por microarray revelou uma duplicacdo de 1,404 KB em
7011.23 arr[hg19]7911.23(72,732,834-74,136,633)x3 que inclui ao todo 24 genes, sdo eles:
TRIM50, FKBP6, FZD9, BAZ1B, BCL7B, TBL2, MLXIPL, VPS37D, DNAJC30, WBSCR22,
STX1A, CLDN3, CLDN4, WBSCR27, WBSCR28, ELN, LIMK1, EIF4H, LAT2, RFC2, CLIP2,
GTF2IRD1, GTFSI, BC070376, conforme demostrado na figura 13.
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Figura 13: Duplicacdo 7911.23 arr[hg19]7q11.23(72,732,834-74,136,633)x3, representada pelo retangulo azul, identificada na
paciente P8. A duplicacdo envolve o gene da elastina, circulado em vermelho. Imagem gerada pelo software de analise (Chas).

Paciente 9

Paciente de 29 anos de idade, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de
pais ndo consanguineos. Aos 12 anos teve pubarca e telarca e aos 14 anos comecou a ter quadros

de colicas abdominais uma vez por més, porém apenas aos 18 anos recebeu o diagndstico de
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Sindrome de Rokitansky. Paciente relata dilatacdo natural, ndo necessitando de cirurgias ou uso
de dilatadores. Ao exame fisico, ndo apresenta dismorfias.

No USG foi constatado Gtero rudimentar, sem comunicacdo com a vagina e endomeétrio
com espessura de 5 mm. Também foi evidenciado presenca de ovarios bilateralmente, OD com
volume de 3,2 cm3, OE com volume de 3,6 cm? e canal vaginal normal de aproximadamente
6,1 cm de comprimento, ap6s a dilatacdo natural. Possui rins tépicos, com forma, contorno,
ecotextura e dimensfes normais e apresenta esteatose hepatica grau I. A RM magnética
realizada confirmou os achados identificados no USG.

Paciente retornou ao ambulatério de genética com queixa de dores abdominais intensas,
relatando a necessidade de aplicar medicacdo intravenosa para cessar a dor. Foi solicitada
investigacdo da dosagem do marcador tumoral CA-125 que apresentou resultado normal. Em
seguida, a medicacdo para controle da dor foi suspendida e solicitado um novo USG pélvico a
ser realizado no momento da dor abdominal. Novo USG revelou hematométrio com volume
uterino aumentado, em relagdo ao Ultimo exame, e colo do Utero ndo configurado com a vagina
e quase separado do utero.

O raioX solicitado para avaliacdo esquelética revelou osteofitose marginal dos corpos
vertebrais e reducéo do espaco intervertebral T11-T12. As avaliagdes cardiacas e auditivas ndo
mostraram alteragoes.

Nos exames laboratoriais demonstrou: LH:5,72 mUI/mL; FSH: 3,59 mUI/mL; estradiol:
262pg/mL; testosterona: 51 ng/dL e progesterona: 7,12ng/mL.

A andlise de metafases, obtidas da cultura temporéria de linfécitos do sangue periférico,
apresentou cromossomaos normais, em nimero e em estrutura. O cari6tipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detec¢do do gene SRY foi negativa.

Na investigacdo de perdas e ganhos cromossémicos submicroscopicos pela analise

cromossémica por microarray ndo foram detectadas alteracdes.

Paciente 13

Paciente de 33 anos, filha de pais ndo consanguineos. Procurou ajuda médica por
apresentar dor na relacdo sexual. Refere pubarca aos 11 anos de idade e telarca aos 12. Ao
exame fisico, ndo apresenta dismorfias.

O USG transvaginal realizado revelou agenesia uterina, presenca somente de OD com
volume de 3,4 cm3. Paciente refere que realizou remocdo cirargica do OE devido a grande

guantidade de cistos que promoveram sua ruptura. No USG abdominal revelou rins tépicos de
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dimensdes habituais e presenca de calculos na vesicula biliar. A RM confirmou agenesia uterina
mostrando OD com volume de 8,5 cmd.

Nos exames laboratoriais apresentou: LH: 6,99mlIU/mL; FSH: 6,21 mlU/mL;
prolactina: 19,8 ng/mL e estradiol: 47pg/mL.

A anélise de metéfases, obtidas da cultura temporéria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou um cromossomo 22 com aumento no comprimento da haste e do satélite no seu
braco curto. Essa alteracdo cromossémica €, provavelmente, variante da normalidade, ndo
estando relacionada com o quadro clinico da paciente. O cariétipo determinado foi 46, XX,
22pstk+. A PCR para deteccdo do gene SRY foi negativa.

Na investigagdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscopicos pela analise

cromossémica por microarray ndo foram detectadas alteracdes.

Paciente 14

Paciente de 29 anos, filha de pais consanguineos (primos em primeiro grau), procurou
ajuda médica com queixa de amenorreia primaria. Refere pubarca e telarca aos 11 anos de
idade. Ao exame fisico, ndo apresenta dismorfias.

O USG abdominal realizado ndo detectou alteragdes renais. A RM demonstrou agenesia
uterina e presenca de ovarios bilateralmente. A paciente refere que ao receber diagndstico
apresentava canal vaginal de aproximadamente 1 cm de comprimento. Atualmente faz
tratamento com uso de dilatadores e ja atingiu comprimento de 8,5 cm.

O raioX realizado revelou discreta escoliose sinistro concavo. Paciente refere
audiometria sem alteracdes

Nos exames laboratoriais apresentou: LH: 9,93 mUI/mL; FSH: 4,2 mUI/mL; estradiol:
152,50 pg/mL,; testosterona: 0,34 ng/mL e progesterona: 13,62 ng/mL;

A anélise de metafases, obtidas da cultura temporaria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em numero e em estrutura. O cariétipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detec¢do do gene SRY foi negativa.

Na investigagdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscopicos pela analise

cromossémica por microarray ndo foram detectadas alteracgoes.
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12.3 Descric¢do da paciente com anomalia mulleriana

Paciente 11

Paciente de 32 anos, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de pais ndo
consanguineos. Relata pubarca, telarca e menarca aos 11 anos de idade. Aos 21 anos de idade
procurou ajuda médica por queixa de dispareunia e impossibilidade de penetracdo na relacéo
sexual. Refere incontinéncia urinéria e infeccdo de repeticdo. Ao exame fisico, ndo apresenta
dismorfias.

O USG revelou presenca de utero com volume normal e presenca de ovarios
bilateralmente. OD com volume de 13,5 cm3, OE com volume de 10,6 cm? e vagina curta de
aproximadamente 3,9 cm. Esse exame também demonstrou agenesia uretral com presenca de
seio urogenital ndo septado com o colo do Gtero localizado posteriormente a abertura da bexiga
e vagina. Possui rins topicos com forma, contornos e ecotextura habitual com discreta dilatacédo
pielocalicial a direita.

A RM confirmou a presenca de ovérios bilateralmente e mostrou a presenga de Utero
septado, com dimensdes e contornos normais (figura 14). O miométrio possui textura
homogénea e intensidade de sinal normal, sem lesdes focais. Neste mesmo exame, foi detectado

vagina de 5 cm de comprimento, e presenca de uretra (figura 15). Contudo, ndo foi possivel

fazer avaliacdo mais precisa dessa regido pois a paciente recusou a utilizacdo do gel vaginal.

Figura 14: Imagem de RM da paciente P11, no plano axial, ponderada em T2. (A) Septacdo uterina em T2, sugerindo
componente fibrético, no colo uterino (seta) e (B) septagdo em T2, sugerindo componente fibrdtico, no fundo e corpo uterino
(seta).
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Figura 15: Imagem de RM da paciente P11 no plano sagital, ponderada em T2. Seta fina indica sitio da uretra proximal e seta
grossa indica o tergo superior da vagina.

Nos exames laboratoriais apresentou: LH: 3,52 mlU/mL; FSH: 3,33 mlU/mL;
prolactina: 17,73 ng/mL; estradiol: 90,12 pg/mL; testosterona total: <2,50 ng/dL e
progesterona: 19,95 ng/mL.

A anélise de metéafases, obtidas da cultura temporéria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em nimero e em estrutura. O cari6tipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detecgdo do gene SRY foi negativa.

Na investigacdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscopicos pela anélise

cromossdmica por microarray ndo foram detectadas alteragoes.

12.4 Descricdo da paciente com disturbio de diferenciagdo sexual
Paciente 12

Paciente de 29 anos, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de pais ndo
consanguineos. Aos 14 anos procurou ajuda médica por apresentar amenorreia primaria e foi
detectada auséncia de Utero e ovarios. Refere que entre 14/15 anos de idade comegou o
desenvolvimento de seios, porém apresenta pouquissimos pelos no corpo. Paciente relata que
possui diversos casos na familia de mulheres com queixa de amenorreia primaria, conforme
pode ser visto no heredograma (figura 16).
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Em consulta, relatou que nunca fez uso de horménios e que aos 6 meses de idade
realizou retirada de hérnia localizada na regido inguinal. Paciente possui 1,74 cm de altura e
obesidade (129 kg). Ao exame fisico, ndo apresenta dismorfias.

O USG realizado revelou agenesia uterina, com presenca de ovarios bilateralmente. OD
com volume de 3,31 cm?, OE com volume de 4,81 cm? e canal vagina de aproximadamente 9,5
cm de comprimento. Nota-se adjacente ao ovario direito, cisto anecoico com volume de 9,1
cm3. Possui rins com forma, contornos e ecotextura habitual.

A RM confirmou agenesia uterina, presenca de canal vaginal (figura 17) e ovarios

normais, notando-se cistos com caracteristicas funcionais a direita, com 3,3 cm (figura 18).

Figura 17: Imagem de RM no plano sagital da paciente P12, ponderada em T2. A estrela indica local de agenesia uterina, seta
fina indica interposi¢do do colon sigmdide na loja uterina. Seta grossa, indica terco superior da vagina presente.

Figura 18: Imagem de RM no plano axial da paciente P12, ponderada em T2. (A) seta grossa indica gbnada ovalar na regido
inguinal esquerda e (B) seta fina indica gbnada ovalar na regido inguinal direita, com cisto adjacente, que pode indicar ovario
com cisto funcional associado.
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Nos exames laboratoriais apresentou: LH: 12,27 mlU/mL; FSH: 7,61 mlU/mL;
estradiol: 43,53pg/mL; testosterona total: 307,1 ng/dL e progesterona: 0,648 ng/mL. Teste de
tolerancia oral a glicose: glicemia basal: 112mg/dL; glicemia ap6s 120 minutos: 161 mg/dL e
hemoglobina glicada: 4,7%.

A anélise de metéafases, obtidas da cultura temporéria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em numero e em estrutura. O cariétipo determinado foi 46,
XY, normal. A PCR para deteccdo do gene SRY foi positiva.

Na investigagdo de perdas e ganhos cromossémicos submicroscopicos pela analise

cromossdmica por microarray ndo foram detectadas alteragdes.

12.5 Descricdo das pacientes sem diagndstico definido

Paciente 4

Paciente de 22 anos de idade, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de
pais ndo consanguineos. Iniciou investigacdo para linfadenopatia, pois apresenta aumento de
volume dos ganglios linfaticos e teve varios episodios de parotidite epidémica.

Aos 17 anos procurou ajuda médica por apresentar amenorréia primaria e auséncia de
telarca, sendo submetida @ mamoplastia. No exame ginecolégico foi constado genitalia externa
sem alteracdes com presenca de canal vaginal de aproximadamente 2 cm. Ao exame fisico, ndo
apresenta dismorfias.

O USG revelou utero rudimentar em ante-versdo, presenca de ovarios bilateralmente,
OD com volume de 8,7 cm3 e OE com volume de 6,5 cm3. Relata que foi submetida a cirurgia
para rompimento do himen, sem sucesso.

Em tomografia, foi visualizado rins topicos com dimens@es e contornos preservados e
presenca de microcélculo de 2 mm no grupamento caliciar inferior do RD e pequeno nddulo de
3 mm na adrenal esquerda, sugestivo de adenoma.

O raioX demonstrou hipoplasia de disco intervertebral de L5-S1. No exame cardiaco
houve o registro de 2 extrassistoles isoladas. A avaliagdo audioldgica demonstrou emissdes
otoacusticas transientes em ambas as orelhas, sugestivo de rebaixamento na fungdo coclear
bilateral.

Nos exames laboratoriais apresentou: LH: 22,18 mlU/mL; FSH: 7,4 mIU/ml; prolactina:
7,7 ng/ml; estradiol: 225,5 pg/mL; testosterona total: 73,8. Paciente refere episédios constantes

de hipoglicemia com dosagem do hormdnio de crescimento (GH): 0,17 ng/mL;
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A analise de metéafases, obtidas da cultura temporaria de linfécitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em numero e em estrutura. O cariétipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para deteccdo do gene SRY foi negativa.

Na investigagdo de perdas e ganhos cromossémicos submicroscopicos pela analise

cromossdmica por microarray ndo foram detectadas alteragdes.

Paciente 10

Paciente de 12 anos de idade, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha de
pais ndo consanguineos. Procurou endocrinologista por queixa de amenorréia primaria e ganho
de peso (10kg em 1 ano).

O USG pélvico realizado revelou agenesia uterina e ovariana. A RM constatou agenesia
renal esquerda e de adrenal esquerda, ndo sendo possivel a avaliacdo da vagina, ja que ela ndo
se encontra distendida.

O raioX revelou 11 vertebras com configuracdo toracica, desvio do eixo vertebral a
direita e acentuacdo da cifose toracica. Também mostrou costelas cervicais rudimentares
bilaterais e reducdo dos espacos intervertebrais em C3-C4, C5-C6 e L5-S1. Exame cardiacos e
auditivos ndo apresentaram alteragdes.

No exame fisico foi visto orelhas com desdobramento de hélice, hipoplasia de I6bulos,
coloboma de retina, pescoco curto, térax em escudo, abdémen plano, frouxiddo ligamentar de
pequenas articulacdes, genitalia feminina infantil, hipoplasia de labios menores e encurtamento
de 4° e 5° raios de méaos e pés.

Nos exames laboratoriais apresentou: LH< 0,07; FSH: < 0,3; prolactina: 5,7ng/mL;
estradiol: 19,5; testosterona: 39,3ng/dL, progesterona: 0,5ng/mL; GH: <0,05ng/mL, além da
presenca de microcitose, leucocitose, eosinofilia leves.

A anélise de metafases, obtidas da cultura temporéria de linfocitos do sangue periférico,
apresentou cromossomos normais, em nimero e em estrutura. O cari6tipo determinado foi 46,
XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino. A PCR para detec¢do do gene SRY foi negativa.

Na investigacdo de perdas e ganhos cromossdmicos submicroscopicos pela anélise

cromossOGmica por microarray ndo foram detectadas alteracdes.
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13. DISCUSSAO

Apesar da MRKH néo possuir etiologia definida, a publicacdo de estudos que relatam a
presenca da doenca em mais de um membro da mesma familia sugerem um possivel
componente genético responsavel pela sua ocorréncia (WILLIAMS, et al., 2016). A
investigacdo genética para a sindrome deve ser iniciada com a realizacdo do caridtipo,
metodologia importante para o diagnostico diferencial da MRKH, que possui resolucéo inferior
(4Mb a 10 Mb) quando comparado a técnica de citogenética molecular.

Alteracdes no numero de copias (CNVSs) sdo importantes para a variabilidade genética
e podem ser herdadas ou ocorrer de novo (THAPAR; COOPER, 2013). No entanto, sabe-se
que essas alteragOes estruturais podem ser patogénicas, possuindo papel significativo em
diversas patologias (ZARREI, et al., 2015). Por esse motivo, 0 CMA foi realizado nas pacientes
participantes do estudo na tentativa de encontrar alteragdes submicroscopicas que ndo sao
possiveis de ser identificadas através da técnica de citogenética classica e que podem estar
associadas ao quadro clinico apresentado. Dentre as 14 pacientes avaliadas neste trabalho,
somente duas apresentaram resultado de CMA alterado. A técnica de PCR para detec¢do do
gene SRY também foi realizada em todas as pacientes para afastar a possibilidade de
translocacdo desse gene, considerado iniciador da cascata de ativacdo da via masculina de

desenvolvimento.

13.1 Pacientes com MRKH

Os dados apresentados na literatura sugerem que a forma mais prevalente da sindrome,
sejaa MRKH Il (WILLIAMS, et al., 2017). Os dados obtidos em nosso estudo vao ao encontro
do que € descrito na literatura, sendo 20% das pacientes diagnosticadas com MRKH | e 80%
com MRKH II. As alteracdes esqueléticas foram as mais frequentes, encontradas em 6
pacientes, seguida das alteracdes cardiacas, encontradas em 2 pacientes. As demais alteracdes,
renais e auditivas, tiveram frequéncias iguais. Esses resultados sdo divergentes a literatura, que
apresenta as alteracGes renais como as mais encontradas em pacientes com a sindrome. Esses
dados divergentes podem se dever ao numero relativamente pequeno de participantes neste
trabalho.

Dentre as 10 pacientes avaliadas nesse estudo e diagnosticadas com MRKH, 8 (80%)
apresentaram resultado de CMA normal. A auséncia de microduplicacdes e microdelecdes
nessas pacientes sugere que outros aspectos genéticos possam estar ligados a patogénese da
doenca. E possivel que outras alteracdes no identificaveis pela da técnica de CMA estejam

relacionadas ao quadro de MRKH, como mutagGes de ponto, translocagOes balanceadas,
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inversdes. N&o se pode ainda, descartar que modificagdes na cromatina e DNA, que atuam
diretamente nos processos de expressdo génica, estejam relacionadas a alguns casos
(LAYMAN, 2014). Maniglio, Ricciardi e Lagana (2016) levantaram a hipotese que alteragdes
epigenéticas durante o desenvolvimento do trato reprodutor feminino podem afetar a
organogénese. Em adigdo, um estudo publicado em 2011 identificou dois genes (WT1 e GATA4)
hipometilados em pacientes com MRKH quando comparado ao grupo controle (RALL, et al.,
2011).

Em duas de nossas pacientes diagnosticadas com MRKH (20%), foram identificadas
alteracOes submicroscopicas nas seguintes regides genémicas: 6q14.3 e 7911.23, nas pacientes
P6 e P8, respectivamente. Em nossa revisao de literatura, ndo foram encontrados estudos que
apontassem tais alteracdes cromossdmicas em pacientes com MRKH. Estudos publicados
anteriormente demonstram que a identificacio de CNVs em pacientes com MRKH, ¢
relativamente baixa, dados que véo ao encontro do que foi observado neste estudo. Nik-Zainal
e colaboradores (2011) investigaram 63 portadoras da sindrome e encontraram dele¢Ges em
14% delas. No mesmo ano, Morcel, et al., também identificaram alteraces em 7% das
participantes do estudo. Posteriormente, Sandbacka, et al., 2013, identificaram CNVs em 16%
das portadoras de MRKH.

A paciente P6, possui um quadro grave apresentando além das alteracfes uterovaginais,
renais e esqueléticas, complicacdes vasculares que incluem estenose na artéria vertebral direita,
disseccdo da artéria vertebral esquerda com presenca de trombose e aneurisma da artéria renal.
Estenose da veia cava inferior e trombose venosa pélvica foi descrita em uma paciente de 19
anos, porém autores acreditam que a estenose encontrada ndo esteja relacionada ao quadro de
MRKH (LONDRA, et al., 2014).

Com a realizacdo da técnica de CMA na paciente P6, foi constado a delecdo 6g14.3 de
1.1 Mb que engloba um dnico gene - HTRIE (5-Hydroxytryptamine receptor 1E, OMIM-
182132) que até 0 momento ndo possui correlacdo com o quadro de MRKH sendo improvavel
sua associacao a patogénese da doenca. Esse gene atua em aspectos relacionados a cognicéo e
comportamento sendo altamente expresso no cortex frontal, hipocampo e bulbo olfatério
atuando também na regulagdo da memoria (KLEIN, et al., 2011; McALLISTER, et al., 1992).

Ja a paciente P8 possui uma duplicacdo do segmento 7q11.23. A delecdo dessa regido
causa a Sindrome de Williams (SW). Essa sindrome é considerada uma sindrome de genes
contiguos que engloba entre 26 e 28 genes, apresentando uma delecdo de aproximadamente

1,5Mb (POBER, 2010). J& a duplicacdo da mesma regido € a causa da sindrome de
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microduplicacdo descrita por Somerville e colaboradores em 2005, tendo sua incidéncia
estimada em 1/7500 nascidos vivos (VELLEMAN; MERVIS, 2011).

A sindrome de microduplicacdo 7qg11.23 € caracterizada por atraso no
desenvolvimento, deficiéncia intelectual, anomalias renais, alteracbes cardiovasculares,
anormalidades neuroldgicas, atraso no desenvolvimento da fala e anormalidades do
crescimento, como a macrocefalia. Os afetados também podem apresentar comportamento
autista, agressividade, ansiedade e pré-disposicdo ao desenvolvimento de esquizofrenia
(MERVIS, et al, 2015; PATIL, et al., 2015).

O fendtipo facial inclui: sobrancelhas retas, testa ampla, filtro curto, labio superior fino,
nariz largo e com alta implantagio e anomalias de orelha (PARROTT, et al., 2014). A paciente
apresentada nesse estudo possui duplicacdo de tamanho tipico e ndo apresenta alteracGes
cardiovasculares, renais e comprometimento intelectual que sdo comumente descritas na
sindrome de microduplicagdo 7g11.23. Contudo, algumas caracteristicas fisicas como a
macrocefalia, nariz largo e anomalias de orelha podem ser notadas na paciente.

A microduplicacdo 7911.23 foi descrita em dois casos que possuem relacdo fenotipica
ao quadro observado na paciente P8. Essa microduplicacdo foi associada a malformacgdes como
agenesia renal unilateral, agenesia mdilleriana e presenca de 11 costelas em um feto do sexo
feminino na 402 semana de gestacdo. Em adicdo a duplicacdo 7q, essa paciente possui delecdo
de 10Kb no cromossomo Xq28. Malformagdes como ventriculomegalia, agenesia renal
esquerda e Gtero didelfo foram descritas em um feto do sexo feminino na 392 semana de
gestacdo portador da microdelecdo 7g11.23. Nesse estudo foram encontradas alteracdes renais
em 18% dos pacientes avaliados. Autores sugerem que mulheres com malformacao ou agenesia
renal tenham as estruturas mullerianas avaliadas (MORRIS, et al., 2015).

Em 2014, Zarate e colaboradores reportaram em seu estudo 5 pacientes com duplicacéo
7011.23 de tamanhos variados. Um desses casos € de um paciente, do sexo masculino, que
possui a duplicacdo de 1.8 Mb e apresenta alteracfes geniturindrias como agenesia renal
unilateral e agenesia gonadal esquerda. A mée desse paciente também apresenta alteracfes
como agenesia renal unilateral esquerda, agenesia ovariana esquerda e da tuba uterina esquerda.

A paciente do nosso estudo apresenta alteraces do sistema genital que sdo compativeis
com o quadro de MRKH. Em adicdo, seu fendétipo facial se assemelha ao de pacientes com a
sindrome de microduplicacéo 7q.

Algumas regides tais como 1g21.1, 16p11.2, 17912 e 22g11.21 sdo encontradas alteradas

na frequéncia de 1 a 6% quando analisadas por Microarray em pacientes com MRKH. Contudo,
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somente sdo encontradas microduplicacdes e microdelecdes em cerca de 10% dos pacientes
avaliados por array CGH portadores de MRKH (LEDIG; WIEACKER, 2018).

Para a realizacdo de um diagnostico definitivo de MRKH s@o necessarias diversas
avaliacdes. Por esse motivo, propomos um fluxograma de avaliacdo do quadro apresentado por
mulheres afetadas pela sindrome, assim como o diagnostico e classificacdo de MRKH, que
inclui as avaliacdes complementares dos possiveis sistemas afetados pela sindrome (figura 19).
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13.2 Paciente com anomalia mulleriana

A paciente P11 foi incluida no estudo por apresentar agenesia vaginal, desenvolvimento
de mamas e pelos pubianos e axilares. Porém, uma vez realizados os exames de imagem, esta
paciente foi reclassificada em outra categoria de anomalia mdilleriana. O CMA e a PCR para
SRY da paciente mostraram resultado normal.

Durante o desenvolvimento embrionario, a por¢do caudal dos ductos de Miller daréo
origem ao Utero, tubas uterinas, cérvix e a porcdo superior do canal vaginal (GERVASINI,
2010). As malformac6es uterinas, que sdo decorrentes da fusdo incorreta desses ductos durante
o0 periodo intra-embrionario, sdo divididas em VII classes segundo a Sociedade Americana de
Fertilidade (American Fertility Society, AFS), sendo que o desenvolvimento do Utero septado
representa 35%-55% dessas alteracdes e se enquadra na classe de alteracdes ndo degenerativas
(ROBBINS, et al., 2014; LOUDEN, et al., 2015).

Com a fuséo dos ductos de Muller, ocorre a formacdo de um septo que une as duas
cavidades recém-formadas e que, posteriormente, devera ser reabsorvido (ANTUNES, 2016).
Através da RM realizada em P11, foi possivel identificar a presenca de Utero septado, sendo
decorrente da falha na absorcao do septo uterino. Em contradicdo ao que foi observado no USG,
a RM visualizou a presenca de canal uretral, mas o estudo detalhado do perineo ficou
prejudicado devido a recusa do uso do gel pela paciente. Dessa maneira, nao foi possivel avaliar
se 0 canal vaginal ndo possui alteracdes ou se apresenta algum grau de estenose, o que explicaria
a queixa de dispareunia.

Segundo a andlise radioldgica, o quadro apresentado pela paciente P11 parece ser
similar ao representado na figura 20C ou 20D. Portanto, além da malformagdo uterina, a
paciente também apresenta malformacdo da uretra. Defeito no desenvolvimento dessa estrutura
esta relacionada a falha no desenvolvimento do seio urogenital, que é originado, no embrido, a
partir da divisdo da cloaca em reto e seio urogenital, por meio do crescimento do septo urorretal
(VIEIRA, et al., 2011; CARLSON, 2014).
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Figura 20: Representacdo do trato genitourinario feminino normal e alterado. Desenvolvimento normal (A); Seio urogenital
(B); Hipospadia distal (C); Hipospadia proximal (D). Vagina (V), bexiga (B), uretra (U), seio urogenital (UGS). Foto de:
Knight; Mouriquand., 1995.

Em consequéncia a malformacdo da uretra, foi observada incontinéncia urinaria
associada a infeccdo urinaria de repeticdo. Esses achados ndo sdo compativeis com o
diagnostico de MRKH, contudo existe malformacdo mulleriana. As malformacdes dos ductos
de mdller acometem cerca de 0,1 a 3% das mulheres e possui etiologia desconhecida
(CHOUDHARY, VERMA, CHOUDHARY, 2011).

A etiologia exata das malformacdes millerianas ainda é obscura. 92% das mulheres
diagnosticadas com essa condi¢do possuem o caridtipo sem alteracdes. Em adicdo, ainda ndo
foi identificada alteracdo genética especifica que possa desencadear o fen6tipo observado
(ANTUNES, 2016). Apesar da técnica de CMA ndo ter encontrado alteragdes que possam
justificar o quadro observado em P11, ndo se pode excluir a possibilidade de alteracdes génicas

gue podem ser identificadas em outras técnicas como sequenciamento de exoma.

13.3 Paciente com distarbio de diferenciacédo sexual
A paciente P12 foi diagnosticada clinicamente com MRKH. Porém, o resultado do

cariotipo 46, XY, a torna incompativel com os critérios para MRKH.
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Apesar do cariétipo 46, XY, a paciente apresenta um fendtipo feminino, com
desenvolvimento de mamas e genitéalia sem alteragcfes. Essa discrepancia entre o sexo genético,
anatdmico e gonadal, é conhecida como distdrbio de diferenciacdo sexual (DDS)
(BURGMEIER; LERICHE, 2016). As DDSs possuem incidéncia estimada de 1:4500 a 1:5000
e podem ser classificadas em trés grupos: (1) 46, XX DDS; (2) 46, XY DDS, que inclui doengas
como disgenesia gonadal e sindrome da insensibilidade androgénica; e (3) DDS sexo
cromossémico, sendo a sindrome de Turner (45, X) e de Klinefelter (46, XXY) pertencentes a
esse grupo (WALIA, et al., 2018; MANNAERTS, et al., 2015). Portanto, ap6s a exclusdo do
diagnostico de MRKH juntamente com os achados clinicos observados, classificamos a
paciente P12 como pertencente ao grupo 46, XY DDS.

Como é possivel observar na tabela 4, ndo houve alteracbes no CMA, que é compativel
com o genotipo um individuo do sexo masculino devido a presenca do cromossomo Y.
Adicionalmente, a PCR para detec¢do do gene SRY foi positiva (figura 11). A auséncia de
microdelecdes e microduplicagfes no CMA néo excluem a possibilidade de mutagdes no gene
SRY, considerado iniciador da cascata de ativacdo do desenvolvimento masculino, ou de outros
genes que atuem nessa via. Mutacgdes de genes responsaveis pelo desenvolvimento masculino
poderiam explicar o fen6tipo apresentado, porém deve ser confirmado através de técnicas como
sequenciamento ou exoma.

O heredograma, montado com base na histdria clinica familiar da paciente, permitiu a
identificacdo de 11 mulheres com queixa de amenorreia primaria. Apesar de ndo ter sido
possivel a avaliacdo destas, acredita-se que apresentem quadro similar ao encontrado em P12,

Com base nesta informacao, existem duas hip6teses quanto a segregacao do fendtipo:

1) Ocorréncia de alteracdo dominante em autossomo que atue na mesma via, porém
upstream ao gene SRY, que seja capaz de comprometer a funcdo de SRY quando
herdado em conjunto com o cromossomo Y. Dessa maneira, ocorreria 0
desenvolvimento fenotipico e gonadal feminino visto em P12. Em contrapartida, a
paciente apresenta perfil hormonal sem alteracdes exceto pela presenca elevada de
testosterona (307,1 ng/dL) o que ndo poderia ser explicado com a presenca bilateral
de ovérios, conforme encontrado no USG e RM.

2) Na&o se deve descartar a possibilidade de diagnostico de Sindrome da Insensibilidade
Androgénica (AIS). Essa condicao é considerada a patologia mais frequente dentre
alteracfes encontradas no grupo 46,XY DDS e é caracterizada por alteracdo na
fungdo do receptor androgénico (AR) (TADOKORO-CUCCARO; HUGHES,
2014).
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A AIS possui trés formas de apresentacdo: (1) Sindrome da Insensibilidade Androgénica
Completa (CAIS), (2) Sindrome da Insensibilidade Androgénica Parcial (PAIS) e (3) Sindrome
da Insensibilidade Androgénica Leve (MAIS) (WALIA, et al., 2018). O feno6tipo encontrado
em pacientes que séo diagnosticados com AIS é bastante amplo, pois depende do nivel de
disfuncdo do AR. Usualmente, o fenétipo clinico encontrado na CAIS é caracterizado por
fendtipo feminino, presenca de amenorreia priméaria com desenvolvimento de seios, auséncia
de Gtero, testosterona elevada e poucos pelos no corpo ou pelos ausentes (MONGAN, et al.,
2015). Esse quadro é compativel ao observado em P12.

A CAIS possui heranca recessiva ligada ao X, dado que explicaria o heredograma
familiar da paciente participante do estudo. Porém, ndo foi encontrado, em exames de imagem,
a presenca de testiculos, o que impossibilitaria o diagnéstico de CAIS. A RM é considerada
uma técnica com sensibilidade elevada para avaliacdo das gbnadas e estruturas internas
(ROTHKOPF; JOHN, 2014; ALJURAYYAN, 2013), porém existe a necessidade de exames
de imagem serem realizados por um profissional especializado (MENDONCA, 2014).
Adicionalmente, para a identificacdo de algumas alteracGes, o exame deve ser realizado com
parametros diferenciados, o que ndo ocorre na rede publica e privada. Além disso, o resultado
do USG depende da qualidade e resolucéo do equipamento utilizado assim como na experiéncia
do profissional que esta realizando a técnica. (BATRAWY, et al., 2013).

Dessa maneira, exames adicionais, como a laparoscopia, sdo necessarios a fim de sanar
as duvidas com relacdo a natureza da gonada. Caso seja confirmada a presenca de testiculos, o
sequenciamento do gene responsavel pela codificacdo do receptor androgénico pode ser
realizado na tentativa de encontrar mutagfes que possam levar alteracdo na funcdo deste

receptor.

13.4 Pacientes sem diagndstico determinado

Neste estudo, duas participantes (P4 e P10) tiveram diagnéstico clinico inconclusivo. O
CMA de ambas n&o mostrou alteragdes assim como a PCR para identificagdo do gene SRY foi
negativa.

P4 possui auséncia de tecido mamario, mas desenvolvimento normal de pelos pubianos
e axilares. A paciente possui Utero rudimentar e agenesia de canal vaginal, entretanto, a auséncia
de telarca exclui o diagnostico de MRKH. Diante dos achados observados em P4, uma hipétese
plausivel para explicar o quadro clinico seria a resisténcia a estrogeno devido a uma mutagédo

no receptor desse hormonio.
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Sabe-se que apesar dos tecidos do sistema reprodutor feminino serem alvos da ac¢éo do
estrogeno, esse horménio ndo é necessario na vida intra-embrionéaria (COUSE; KORACH.,
1999). No entanto, o estradiol é responsavel por influenciar o desenvolvimento de mamas, que
ocorre na adolescéncia (QUAYNOR, et al., 2013).

A acdo estrogé€nica no organismo ¢ viabilizada através de dois receptores (ERa e ERP).
Esses receptores s@o codificados por genes diferentes, ESR1 e ESR2, localizados nos
cromossomos 6025.1 e 14g23.2, respectivamente. Enquanto a expressao de ERa esta presente
no Utero, ovario, mamas, rins e figado, a de ERP se encontra, dentre outros tecidos, nos ovarios,
sistema nervoso central e érgdos reprodutivos masculinos (MATTOS, et al., 2014; JIA;
DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015).

Em 2013, Asadi e colaboradores descreveram o primeiro relato de mutacdo no gene
responsavel pela codificagao de ERB. A paciente desse estudo, que procurou ajuda méedica com
queixa de amenorreia primaria, apresentava caracteristicas como genitalia externa sem
alteragdes, Utero hipoplasico e ovarios cisticos. Neste mesmo ano, foi publicado outro estudo
que relatou a presenca de resisténcia a estrdgeno em paciente com cariotipo 46, XX, amenorreia
priméaria, dor abdominal intermitente, Utero hipoplasico, ovarios cisticos e auséncia de
desenvolvimento mamario (QUAYNOR, et al., 2013).

Posteriormente, em 2014, Hamilton e colaboradores utilizaram camundongos nocautes
para ERa e para ERp. Esses animais apresentaram Utero hipoplésico, estradiol elevado,
testosterona elevada e desenvolvimento de mamas prejudicado. Enguanto que os camundongos
que possuiam alteracdo no ERp, apresentaram desenvolvimento normal de ttero, alteracdes na
resposta ovulatoria e desenvolvimento normal de tecido mamario.

Como agravante, P4 iniciou quadro de hipoglicemia sendo sugerido o diagnéstico de
deficiéncia de GH. Essa condi¢do pode ter origem hipotalamica, hipofisaria ou hipotalamica e
hipofisaria sendo considerada um acontecimento raro em adultos, com incidéncia aproximada
de 1/100.000 (JALLAD; BRONSTEIN, 2008). Além da influéncia do estrégeno no
desenvolvimento mamario, ele também atua no mecanismo de feedback do eixo hipotalamico-
hipofisario. Dessa maneira, esse horménio é considerado importante regulador da producéo de
GH, j4 que seus receptores sdo expressos tanto no hipotdlamo quanto na hipéfise. ERa e ERf3
foram identificados como importantes no processo de controle transcricional de GH nos
somatotrofos (AVTANSK]I, et al., 2014).

As caracteristicas observadas nos pacientes descritos na literatura juntamente com o0s
achados encontrados em animais nocautes para ERa ¢ ERf sugerem a presenca de resisténcia

estrogénica em P4, visto que muitas das alteragOes descritas também foram identificadas nessa
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paciente. Contudo, estudos mais especificos precisam ser conduzidos na tentativa de elucidar
essa hipotese.

A paciente P10 apresenta um quadro que engloba diversas alteracdes e dismorfias.
Todavia, 0 CMA néo identificou alteracfes que possam justificar o fenotipo apresentado.

Dentre as caracteristicas presentes nessa paciente, foi observado coloboma de retina,
anomalias de orelha, pescoco curto, genitélia infantil e hipoplasia de labios menores. Segundo
Hsu e colaboradores (2014), o diagndstico de Sindrome CHARGE (SC) deve ser considerado
quando o paciente apresentar um dos seguintes critérios: coloboma de retina, atresia de coana
ou canal semicircular hipoplasico.

A SC, € um acrénimo que significa: coloboma de retina (C), defeitos cardiacos (H),
atresia de coana (A), atraso no desenvolvimento (R), hipoplasia genital (G) e anomalias de
orelha e surdez (E) (LEGENDRE, et al., 2017). Os critérios para o diagndstico dessa sindrome
foram atualizados por Verloes em 2005, que dividiu em trés classificagcbes possiveis: (1)
CHARGE tipica; (2) CHARGE parcial e (3) CHARGE atipica. Posteriormente, Hale, et al.,
2016 prop6s uma nova atualizacdo dos critérios para o diagnostico de SC.

Tomando como base os critérios atualizados propostos por Hale, et al., 2016, observa-
se que a paciente P10 possui 2 critérios maiores que incluem coloboma e malformacéo de orelha
externa, porém ndo se sabe se P10 possui hipoplasia de canal semicircular. Em adicdo, a
paciente também apresenta 3 critérios menores que incluem deficiéncia intelectual, disfuncédo
hipotalamo-hipofisaria, anomalias genitais e anomalias renais/esqueléticas.

O fendtipo da SC é usualmente proveniente de mutacdes no gene CHD7, localizado no
cromossomo 8gl2. Mutagbes nesse gene estdo presentes em 90% dos pacientes, sendo
considerada, na maioria dos casos, mutacao autossdmica dominante de novo. Contudo, ja foram
reportados na literatura casos decorrentes de translocacfes e rearranjos cromossdmicos que
envolvam CHD7 (BLAKE; PRASAD, 2006; HSU, et al., 2014). Esse gene faz parte da familia
de helicases com cromodominio de ligacdo ao DNA (CHD), que possui papel importante no
remodelamento da cromatina, afetando diretamente a transcricdo (TRIDER, et al., 2017;
CLONEY, et al., 2018).

Diante dos achados observados em P10, a hip6tese de SC deve ser considerada, sendo
0 sequenciamento do gene CHD7 o proximo passo para um diagnéstico genético. Caso
negativo, a realizacdo de testes genéticos adicionais como exoma se torna imprescindivel para

conclusdo diagndstica.
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14. CONCLUSAO

» 28,5% das pacientes que foram incluidas neste estudo com diagnostico clinico de

MRKH, ndo tinham a sindrome;

> Dentre as 14 pacientes avaliadas nesse estudo, 10 tiveram diagnostico clinico
confirmado de MRKH. Dentre elas 20% foram classificadas com MRKH 1, 70% com MRKH
Il e 10% com MURCS;

» Em duas pacientes foram encontradas alteracdes pela técnica de microarray que ndo

seriam possiveis de ser identificadas através do cari6tipo convencional;

» As alteracdes mais frequentes encontradas nas pacientes diagnosticadas com MRKH

foram as esqueléticas, representando 60% das alteracdes observadas.

» Esse estudo permitiu a avaliacdo do conjunto de sinais clinicos observados nas pacientes
a partir da solicitacdo de exames complementares necessarios para uma investigacdo completa

dos quadros apresentados.

» Para o correto diagndstico e classificacio da MRKH devem ser realizados testes
genéticos, hormonais e exames de imagem, conforme sugerido no fluxograma aqui apresentado
(figura 19);

» Para 0 manejo das pacientes com MRKH, é necesséaria uma equipe multidisciplinar,

formada por geneticistas, endocrinologistas, ginecologistas e radiologistas.
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ANEXO A — AVALIACAO HORMONAL DAS PACIENTES PARTICIPANTES DO
ESTUDO

P1 28,88 5,69 19,65 2495 43,54 0,903
P2 NA NA NA NA NA NA
P3 6.8 3,7 24,3 97,6 32,9 59
P4 22,18 7.4 77 2255 73,8 NA
P5 9,34 13,6 7,2 56,1 325 1,50
P6 NA 41 57 41,57 NA Inferior a 0,15
P7 NA NA NA NA NA NA
P8 4,21 4,85 13,4 74 36,2 1,28
P9 5,72 3,59 NA 261 51 7,12
P10 <0,07 <0,3 5,7 19,9 39,3 0,51
P11 3,52 3,33 17,73 90,12 <2,50 19,95
P12 12,27 7,61 NA 43,53 307,1 0,648
P13 6,99 6,21 19,8 47 NA NA
P14 9,93 4,22 NA 152,5 0,34 13,62

Avaliagdo hormonal das pacientes participantes do estudo. Nao avaliado (NA).
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNB

UNB - FACULDADE DE £ Plataforma
MEDICINA %oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise Cromossémica por Microarray (CMA) em pacientes com Sindrome de
Rokitansky

Pesquisador: Aline Pic

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

Versao: 1

CAAE: 60695716.1.0000.5558

Instituicao Proponente: Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.868.615

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa sob orientacdo da Professora Dra Aline Pic. Para esse estudo serdo
selecionadas 30 pacientes diagnosticadas clinicamente com sindrome de Rokitansky, atendidas no Hospital
Universitario de Brasilia. Essas pacientes serao submetidas a avaliacdo ginecologica detalhada, permitindo
classifica-los em trés subtipos da sindrome. Serdo coletados 4 a 8 ml de sangue periférico em tubos
contendo EDTA e em tubos com heparina. A extracdao de DNA sera realizada conforme protocolo de rotina
do laboratorio.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar regides genémicas e/ou genes que contribuem para a etiologia da sindrome de Rokitansky.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A coleta de sangue sera realizada com material estéril, descartavel e por profissional habilitado. Devido a
puncao venosa, podera ocorrer leve dor no local e formacao de hematoma.

Quanto aos beneficios, a doenca ainda ndo possui etiologia conhecida e a identificacdo de alteracdes
submicroscopicas que estejam associadas a esse quadro clinico podera contribuir para o seu entendimento,
além de ajudar na compreensao do desenvolvimento do aparelho reprodutor.

Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3107-1918 E-mail: fmd@unb.br
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UNB - FACULDADE DE g Plataforma
MEDICINA Qﬁmﬂl

Confinuagdo do Parecer: 1.868.615

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante para a sociedade e ndo apresenta riscos as participantes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Os termos de apresentacdo obrigatoria estdo adequados. O termo de consentimento livre e esclarecido esta
claro. O orcamento esta descrito adequadamente, e o cronograma de atividades esta condizente com a
proposta do projeto de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Apods a apreciagao do projeto de pesquisa sou de parecer favoravel a aprovacao da pesquisa.
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto apreciado na 112 Reunido Ordinaria do CEP-FM-UnB. Apds apresentacdo do parecer do (a) Relator

(a), aberta a discuss&o para os membros do Colegiado. O projeto foi Aprovadeo por unanimidade.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 710165 pdf 09:24-18
Orgcamento Orcamento. pdf 22/09/2016 | Gabriela Corassa Aceito

09:23:44 |Rodrigues da Cunha
TCLE / Termos de  |termo_de_assentimento_13_a_17_anos| 22/09/2016 | Gabriela Corassa Aceito
Assentimento / pdf 09:22:57 |Rodrigues da Cunha
Justificativa de
Auséncia
Outros carta_de_encaminhamento_rokitansky p| 29%08/2016 |Gabriela Corassa Aceito
df 20:45:28 |Rodrigues da Cunha
Folha de Rosto folha_de_rosto_rokitansky pdf 29/08/2016 | Gabriela Corassa Aceito
20:27-38 | Rodrigues da Cunha
Outros Lattes Vanessa_Sodre_de Souza pdf 07/08/2016 | Gabriela Corassa Aceito
21:43:09 |Rodrigues da Cunha
Qutros Lattes Rosenelle_Oliveira_Araujo_Benid 07/08/2016 | Gabriela Corassa Aceito
io pdf 21:42:48 |Rodrigues da Cunha
Outros Lattes Silviene_Fabiana_de Oliveira.pd| 07/08/2016 |Gabriela Corassa Aceito
f 21:42:20 |Rodrigues da

Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3107-1918 E-mail: fmd@unb.br
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O (A) Senhor (a) esta sendo convidado a participar do projeto: “Andlise cromossdmica
por microarrays (CMA) em pacientes com Sindrome de Rokitansky". O objetivo desta pesquisa
é identificar regides gendmicas e/ou genes que contribuem para a etiologia da sindrome.

O (A) Senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa, sendo mantido o mais rigoroso sigilo de sua identidade através da omissao total de
quaisquer informacgdes que permitam identifica-lo (a). Sua participacdo ocorrerd por meio do
fornecimento de amostra bioldgica (sangue) para a realizacdo de exames laboratoriais por meio
do DNA extraido. O procedimento de coleta de sangue por pungdo venosa serd feito com
material estéril descartavel de boa qualidade por profissional habilitado, podendo ocasionar um
pouco de dor e formacao de hematoma no local.

Os resultados obtidos neste projeto podem beneficiar o participante, através da
identificacdo de genes relacionados a sua condi¢do, 0 que pode permitir precisdo no seu
acompanhamento e de seus familiares, desde que consentido pelo senhor (a). Os dados do
trabalho serdo divulgados na Universidade de Brasilia, podendo ser publicados posteriormente.

Informamos que o Senhor (a) podera se recusar a responder questées ou participar de
algum procedimento que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa
no momento em que desejar sem nenhum prejuizo e comprometimento em seu
acompanhamento médico.

A participacdo na pesquisa € voluntéria, isto é, ndo ha qualquer tipo de pagamento por
sua colaboracdo. Caso solicite, o participante poderd ser ressarcido pelos gastos com
deslocamento e alimentacdo devido a participacdo nessa pesquisa. O ressarcimento s6 podera
ocorrer mediante comprovacdo. Além disso, serd garantido atendimento imediato e /ou
indenizacdo diante de eventuais danos comprovadamente decorrentes dessa pesquisa, vistas
as medidas administrativas e judiciais cabiveis.

Solicitamos também sua autorizagdo para armazenamento da amostra biologica de
sangue em biorrepositorio no Laboratério de Genetica da Universidade de Brasilia para
possiveis estudos futuros. O material coletado tera uma codificacdo alfanumérica e sé podera
ser manuseada pelos individuos diretamente relacionados com o projeto.

Se o0 (a) Senhor (a) tiver qualquer davida em relacao a pesquisa, por favor telefone para:
Dra. Aline Pic Taylor, na Universidade de Brasilia, telefone: (61) 3107-3083, em horario

comercial ou Gabriela Corassa R. da Cunha, telefone: (61) 9977-0862 em horario comercial.
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Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia. As davidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito
da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1918.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel
e a outra com o sujeito da pesquisa.

() Estou assinando em meu nome.

() Estou assinando em nome do meu dependente legal.

Se vocé estiver de acordo, por favor:

Nome / assinatura do voluntario ou responsavel legal

Aline Pic Taylor
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ANEXO D - TERMO DE AUTORIZACAO PARA UTILIZACAO DE IMAGEM PARA
FINS DE PESQUISA

Eu,

)

autorizo a utilizacdo da minha imagem e/ou da imagem do meu dependente, na qualidade de
participante no projeto de pesquisa intitulado “Analise cromossémica por microarrays
(CMA) em pacientes com Sindrome de Rokitansky” sob responsabilidade da Dra. Profa.

Aline Pic Taylor vinculada a Universidade de Brasilia.

Essa autorizacdo implica que minha imagem poderd ser utilizada apenas para
publicacdes cientificas, incluindo artigos em revistas especializadas, livros e/ou capitulos de
livros, dissertacdes, teses e relatdrios, assim como para aulas, palestras e apresentaces para

profissionais da saude.

Tenho conhecimento de que o pesquisador ira tomar providéncias que assegurem a
confidencialidade e privacidade das minhas imagens e de que ndo havera divulgacédo da mesma
por qualquer meio de comunicagdo, exceto nas atividades vinculadas ao ensino e a pesquisa
explicitadas acima. Estou ciente também de que, de acordo com a natureza das publicacGes
cientificas, é possivel que minha imagem fique disponivel na internet para os pesquisadores que
tiverem interesse no meu caso, porém sempre mantendo o meu anonimato. Por exemplo, se for
realizada uma pesquisa na internet utilizando o meu nome, as imagens ndo serdo acessadas. A
guarda e demais procedimentos de seguranca com relacdo as imagens sdo de responsabilidade

do(a) pesquisador(a) responsavel.

Deste modo, declaro que autorizo, livre e espontaneamente, 0 uso para fins de pesquisa,

nos termos acima descritos, da minha imagem e/ou a do meu dependente.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o(a) pesquisador(a)

responsavel e a outra com o(a) participante.

Assinatura do (a) participante Aline Pic Taylor

Brasilia, ___ de de




