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RESUMO

A Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) é caracterizada por
agenesia/hipoplasia do utero e do tergo superior do canal vaginal. Mulheres afetadas
possuem desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias e cariotipo normal
para o sexo feminino. Embora sua etiologia seja ainda desconhecida, a hipotese de
gue tenha componentes genéticos envolvidos é sustentada pela presenca de
agregacao familiar. O presente trabalho teve por objetivo investigar alteracoes
genéticas associadas a etiologia da MRKH utilizando o sequenciamento de exoma.
Foram selecionadas 18 mulheres com suspeita clinica de MRKH atendidas no
Ambulatorio de Genética Médica do Hospital Universitario de Brasilia. Entre as
pacientes avaliadas, 12 receberam confirmacdo diagnostica de MRKH, duas foram
diagnosticadas com condi¢cdes que fazem parte do diagnéstico diferencial e quatro
ndo apresentavam 0s critérios necessarios para o diagnostico de MRKH. O
sequenciamento de exoma foi realizado em todas as pacientes e permitiu a conclusao
do diagndstico em dois casos, sendo uma com Sindrome CHARGE e outra com
Sindrome da Insensibilidade Androgénica. Em seis pacientes ndo foram identificadas
alteracOes genéticas relevantes. Em quatro mulheres néo relacionadas com MRKH foi
identificada uma mesma variante em heterozigose no gene WT1. Além disso, foram
identificadas duas variantes patogénicas: uma no gene CHD7 e uma duplicacéo
7911.23. Também foram identificadas quatro variantes possivelmente patogénicas
nos genes SPEN, KYNU, AR e HOXA1; cinco variantes de significado incerto,
incluindo alteragdes nos genes ESR1, RET, WNT4, MAMLD1, e uma delecdo 6g14.3;
e uma variante possivelmente benigna no gene GLI3. A busca e identificacdo de
alteracdes genéticas que contribuem para o desenvolvimento da sindrome podera
auxiliar na compreensdao de sua etiologia, melhoria do diagnéstico, manejo e
aconselhamento. Em adicdo podera colaborar para o conhecimento acerca do

desenvolvimento do trato reprodutor feminino.

Palavras-chave: Sindrome de Rokitansky. Malformacdo miulleriana. MRKH. CMA.

Exoma.



ABSTRACT

The Mayer-Rokitansky-Kister-Hauser Syndrome (MRKH) is characterized by
agenesis/hypoplasia of the uterus and the upper third of the vagina. Affected women
exhibit the development of secondary sexual characteristics and have a normal female
karyotype. Although its etiology remains unknown, the hypothesis that genetic
components are involved is supported by the presence of familial aggregation. The
present study aimed to investigate genetic alterations associated with the etiology of
MRKH using exome sequencing. A total of 18 women with a clinical suspicion of
MRKH, who were treated at the Medical Genetics Outpatient Clinic of the University
Hospital of Brasilia, were selected. Among the patients evaluated, 12 received a
confirmed diagnosis of MRKH, two were diagnosed with conditions that are part of the
differential diagnosis, and four did not meet the necessary criteria for diagnosing
MRKH. Exome sequencing was performed on all patients and allowed the conclusion
of the diagnosis in two cases, one being diagnosed with CHARGE Syndrome and the
other with Androgen Insensitivity Syndrome. In six patients, no relevant genetic
alterations were identified. In four unrelated MRKH women, the same heterozygous
variant was identified in the WT1 gene. Additionally, two pathogenic variants were
found: one in the CHD7 gene and a 7g11.23 duplication. Four likely pathogenic
variants were also identified in the SPEN, KYNU, AR, and HOXA1 genes; five variants
of uncertain significance, including alterations in the ESR1, RET, WNT4, and MAMLD1
genes, as well as a 6g14.3 deletion; and one likely benign variant in GLI3 gene. The
search and identification of genetic alterations that contribute to the development of
the syndrome may aid in understanding its etiology, improving diagnosis,
management, and counseling. Furthermore, it may contribute to knowledge regarding

the development of the female reproductive tract.

Keywords: Rokitansky Syndrome, Mullerian malformation, MRKH, CMA, Exome.
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1 INTRODUCAO

Anomalias no sistema reprodutor feminino se originam durante o periodo
embrionario em decorréncia do desenvolvimento comprometido dos ductos
paramesonéfricos ou ductos de Miiller. Essas altera¢des no desenvolvimento levam a
um amplo espectro de malformacdes que, dependendo do nivel de comprometimento,
podem afetar a saude e a vida reprodutiva, variando desde fendtipos amenos,
geralmente assintomaticos, até fenétipos complexos (GRIMBIZIS; CAMPO, 2010;
PASSOS; BRITTO, 2020).

Acometendo cerca de 7% das mulheres, as anomalias do sistema reprodutor
feminino sdo também chamadas de anomalias dos ductos millerianos (ADM) e
constituem um grupo de alteracdes que podem atingir desde o himen até o Utero,
resultando em malformacgdes consideradas obstrutivas e ndo obstrutivas. As ADM
podem se apresentar de maneira isolada ou associada a alteragcbes em outros
sistemas que possuem proximidade embriolégica (DIETRICH; MILLAR; QUINT,
2014a; WU et al.,, 2021). Em adicdo, frequentemente compdem o quadro de
sindromes genéticas, disturbios de diferenciagdo sexual (DDS), malformacéo
anorretal e malformacgéo de cloaca (DIETRICH, 2015).

Os ductos de Miller sdo os primordios do sistema reprodutor feminino e estao
presentes bilateralmente na gdnada indiferenciada. Apos a fusdo da sua porgédo
caudal, o septo existente entre os dois ductos é reabsorvido, dando origem ao Utero e
porcao superior do canal vaginal, enquanto as tubas uterinas sao originadas a partir
da porcédo onde ndo ocorreu fusdo. O desenvolvimento anormal desses ductos pode
gerar um amplo espectro de malformagdes que estdo diretamente relacionadas ao
momento do desenvolvimento que foi interrompido (LEDIG; WIEACKER, 2018;
PITOT; BOOKWALTER; DUDIAK, 2020).

Tendo em vista que o comprometimento pode estar presente tanto na fase de
formacado quanto na fase de fusdo e reabsorcdo dos ductos de Miller, quanto mais
cedo ocorre a interrupcao, mais grave tende a ser a anomalia observada. Esse amplo
espectro de apresentacdo fenotipica da origem a uma diversidade de diagnésticos
assim como uma ampla gama de tratamentos. Uma forma severa de alteracao

mdilleriana se caracteriza por agenesia/hipoplasia uterovaginal, conhecida como
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Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kister-Hauser (MRKH; OMIM %277000) (PASSOS;
BRITTO, 2020).

Tanto a MRKH quanto outras alteracdes obstrutivas sdo exemplos de anomalias
do sistema reprodutor feminino que se apresentam com amenorreia primaria, contudo
outras condi¢cdes como Sindrome da Insensibilidade Androgénica (AlS) e disgenesia
gonadal mista também podem se apresentar de maneira semelhante (DIETRICH,;
MILLAR; QUINT, 2014b; KAPCZUK; KEDZIA, 2021).

2 SINDROME DE MAYER-ROKITANSKY-KUSTER-HAUSER

A MRKH é uma desordem congénita, de mecanismo patogénico pouco
compreendido, caracterizada por agenesia uterina e dos dois tercos superiores do
canal vaginal (WATANABE et al., 2017). Também conhecida por Aplasia Milleriana
(MA), a MRKH possui incidéncia estimada de 1:5000 nascidas vivas. As mulheres
acometidas por essa condicdo possuem 0s caracteres sexuais secundarios
desenvolvidos e caridtipo normal para o sexo feminino, 46, XX (HERLIN et al., 2019).

Os relatos de auséncia congénita de canal vaginal e Utero tem sua primeira
ocorréncia no século XVI. Em 1559, ela foi relatada pela primeira vez por Realdus
Columbus, entretanto com uma descricdo vaga sobre o caso. Posteriormente, em
1572, ele utilizou o termo “vulva rara” para se referir a agenesia uterovaginal. Em 1829,
0 anatomista e fisiologista Karl Mayer, descreve um caso de encurtamento de vagina
e Utero rudimentar com presenca de alteracGes cardiacas e renais, 0 que ele chamou
de “uterus bipartitus”. Apds nove anos, Carl Rokitansky, em 1838, publicou um artigo
descrevendo auséncia de desenvolvimento vaginal e Utero hipoplasico (HERLIN;
HAJLAND; PETERSEN, 2014; PATNAIK et al., 2015).

Anos se passaram até que, em 1910, Kuster realizou o primeiro relato dessa
condicdo em uma mulher viva. Somente em 1961, Hauser também associou defeitos
esqueléticos as alteracbes urogenitais e a definiu como Sindrome de Mayer-
Rokitansky-Kuster, onde posteriormente o nome Hauser também foi incluido
(OPPELT et al., 2006; SOUSA et al., 2014; SHY, 2016).

A manifestacéo clinica da MRKH é variavel, podendo apresentar malformacdes

gue vao além da aplasia/agenesia uterina e dos dois tercos superiores do canal



16

vaginal. Dessa maneira, a MRKH tipica ou tipo | €& caracterizada pelo
comprometimento limitado ao sistema reprodutor, sendo afetada somente a porcéo
superior da vagina, cérvix e utero (FONTANA et al., 2017). Em adic&o, pacientes que
possuem malformacgdes extragenitais como alteracdes renais, esqueléticas, cardiacas
e auditivas séo classificadas como MRKH atipicaou tipo Il. Por ultimo, a Associagao
de MURCS, descrita pela primeira vez por Duncan et al. (1979) é considerada a forma
mais severa da MRKH Il, sendo caracterizada pela combinacdo de aplasia Milleriana
e Renal e displasia dos Somitos Cérvico-Toracicos (COUTO; MARQUES; AGUAS,
2007; AL DANDAN et al., 2019).

As alteracfes que atingem o sistema urinario como agenesia renal unilateral, rim
pélvico, rim em ferradura, hipoplasia renal, hidronefrose e rins ectépicos constituem
as malformacdes extragenitais mais frequentes e afetam aproximadamente 40% das
pacientes (MORCEL; CAMBORIEUX; GUERRIER, 2007; HERLIN; PETERSEN;
BRANNSTROM, 2020). Dentre as alteracdes esqueléticas, observadas em 20% dos
casos, podemos citar fusdo de vértebras, escoliose e anomalia de Klippel-Feil
(GUERRIER et al., 2006).

O comprometimento auditivo esta presente em cerca de 10-25% dos casos de
MURCS, e é decorrente de malformagdo de ouvido médio ou defeitos
neurossensoriais. Ja4 as malformac¢des cardiacas como por exemplo, janela
aortopulmonar, defeito do septo atrial e estenose pulmonar valvar, assim como
anomalias digitais, como sindactilia e polidactilia, sdo manifestacdes raramente
encontradas nessas pacientes (FONTANA et al.,, 2017; HERLIN; PETERSEN;
BRANNSTROM, 2020).

Geralmente, a busca por auxilio médico ocorre por queixa de amenorreia primaria
durante a adolescéncia. Na maioria das vezes, a auséncia de menstruacdo é o
primeiro sinal clinico apresentado e pode vir acompanhada de cdlicas ciclicas nos
casos em gque tecido endometrial € encontrado nos remanescentes miillerianos.
Contudo, outras queixas também séo frequentes como a dispareunia e a esterilidade
(CHOUSSEIN etal., 2017). Ao exame fisico, as pacientes diagnosticadas com MRKH
apresentam genitalia externa feminina sem alteracfes, encurtamento do canal vaginal
e caracteres sexuais secundéarios desenvolvidos ja que a fungdo ovariana
normalmente se encontra inalterada (LAYMAN, 2014; PLUTA et al., 2020).

Quando a hipétese de diagnostico de MRKH é levantada, deve ser realizado um

conjunto de exames que permitem a identificacdo das alteracbes genitais e
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extragenitais, caso existam. Entre estes exames estdo o caridtipo, os exames de
imagem e o perfil hormonal, como dosagem de FSH (hormonio foliculo estimulante),
LH (hormoénio luteinizante) e estradiol, que s&o normais nessa sindrome. Essas
ferramentas sao importantes para o diagndéstico correto e exclusédo de outras doencas
que podem se apresentar de forma semelhante a MRKH (MORCEL; CAMBORIEUX;
GUERRIER, 2007; ROUSSET et al., 2013).

O cariotipo é utilizado na analise investigativa como instrumento para confirmacao
do cariétipo feminino normal e para o diagnéstico diferencial entre a MRKH e a AlS.
Essa condicdo possui grandes semelhancas com a MRKH, ja que as pacientes
portadoras de AIS apresentam amenorreia primaria, desenvolvimento mamario
normal, encurtamento do canal vaginal e auséncia de cérvix. Contudo, elas também
possuem diminuicdo ou auséncia de pelos axilares e pubianos, presenca de testiculos
e caribtipo 46, XY (ACOG, 2018).

Comumente a ultrassonografia (USG) pélvica é o exame de escolha para dar inicio
a investigacdo por imagem em pacientes com altera¢cdes millerianas (P1ZZO et al.,
2013). Esse exame auxilia na avaliacao dos ovarios e do Utero e possui vantagens em
relacdo a outros exames de imagem ja que é um método ndo invasivo, simples e de
baixo custo, porém, em alguns casos pode ser inconclusivo (FOLCH; PIGEM; KONJE,
2000; BOMBARD; MOUSA, 2014).

Além da USG, a ressonancia magnética (RM) e a laparoscopia sao outras duas
metodologias frequentemente utilizadas na avaliacdo dessas pacientes. A RM é uma
ferramenta importante para avaliagdo uterina e ovariana nessas mulheres sendo
escolhida normalmente quando a USG é inconclusiva. Além disso, € considerada mais
precisa e especifica e permite a avaliacdo de outras malforma¢des como as renais e
O0sseas (MORCEL et al., 2008; LERMANN et al., 2011; FIASCHETTI et al., 2012).

Por ser um método invasivo, a laparoscopia ndo é a primeira ferramenta escolhida
para avaliagdo diagnoéstica, sendo aconselhado submeter somente aquelas pacientes
gue irdo passar por intervencado cirargica terapéutica (BOMBARD; MOUSA, 2014).
Contudo, apesar de possuir maior custo que a RM, a laparoscopia pode ser indicada
para avaliacdo daqueles casos em que a dor pélvica é relatada (BOMBARD; MOUSA,
2014).

Devido ao impacto psicolégico que o diagnéstico de MRKH pode trazer para as
mulheres, 0 acompanhamento por psicélogos se torna um aspecto importante no

manejo dessas pacientes e deve ser iniciado antes do tratamento (LAUFER, 2002;
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CALLENS et al., 2014). Além disso, mulheres afetadas pela sindrome possuem
dificuldades em ter uma vida sexual ativa em decorréncia da aplasia vaginal. Dessa
maneira, a correcdo das alteracbes anatbmicas compde o tratamento e auxilia essas
mulheres a se tornarem sexualmente ativas (NG et al., 2020).

Geralmente a criacdo de uma neovagina € adiada até que a paciente demonstre o
interesse em dar inicio ao tratamento. Elas devem ser aconselhadas a somente
comecarem 0s procedimentos quando estiverem tanto emocionalmente quanto
fisicamente prontas para a intervencdo (ACOG, 2018).

A formacéao de neovagina pode ser realizada por procedimentos cirdrgicos ou ndo
cirargicos, sendo este ultimo um método n&o invasivo, considerado a primeira linha
terapéutica. O método consiste na criacdo de neovagina por meio da utilizacdo de
dilatadores vaginais que crescem em comprimento e didmetro em um processo de
dilatacdo que foi descrito pela primeira vez por Frank em 1938 (Figura 1). Nessa
técnica, o uso de dilatadores ao longo do tempo, resulta no processo de alongamento
do tecido e formacao de neovagina (Figura 2). Apesar da metodologia descrita por
Frank ndo ser invasiva e possuir baixo custo, ela é dolorosa e, por isso, a paciente

deve estar motivada a passar pelo processo para que se obtenha sucesso (NAKHAL;

CREIGHTON, 2012).

Figura 1. Dilatadores utilizados para formagéo de neovagina. Fonte: amazon.com.br.
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Utero e vagina Dilatacao vaginal
normais

Figura 2. Representacdo esquematica do sistema reprodutor feminino normal e em mulheres com
MRKH. Procedimento ndo invasivo com utilizagcéo de dilatador para formacao de neovagina. Fonte:
invitra.com.

Devido as desvantagens provenientes desse procedimento, como fadiga das maos
e a incapacidade de realizar outras atividades durante o processo de dilatacao, Ingram
em 1981, prop6s uma modificacdo do método de Frank, onde a paciente usaria o0 peso
corporal para criacdo da neovagina, utilizando os dilatadores em um assento de
bicicleta (INGRAM, 1981).

Outra forma de criacdo de neovagina por procedimentos ndo cirargicos consiste
na dilatacdo do canal vaginal por meio relagcdes sexuais e deve ser indicada para
aquelas pacientes que possuem parceiro fixo (EDMONDS, 2013). Em estudo
conduzido por Moen (2014), a taxa de sucesso obtida por meio de relacdo sexual
atingiu 95% das mulheres avaliadas e ndo foram reportadas complicacdes.

Diversas técnicas cirirgicas ja foram descritas na literatura para correcao da
alteracdo vaginal observada na MRKH. Existem técnicas baseadas em tragdo, como
o procedimento de Vecchietti, onde a neovagina é formada a partir de uma
combinacdo entre métodos cirargicos e nao cirdrgicos, e as baseadas em enxerto
como por exemplo a técnica de Abbe-Mclindoe. No procedimento de Mclndoe ocorre
a disseccao do tecido e uso de enxerto para revestir a neovagina, formando o epitélio
do canal. Essa € considerada uma das técnicas mais difundidas e é amplamente
aplicada nos Estados Unidos. Apesar de ser um procedimento simples, algumas
desvantagens ja foram reportadas como o uso de dilatadores ap0s a cirurgia para
prevencdo de estenose e dispareunia devido a lubrificacdo inadequada (NAKHAL;
CREIGHTON, 2012; LONDRA; CHUONG; KOLP, 2015).



20

3 ETIOLOGIA

Devido a sua complexidade e heterogeneidade, pouco se sabe sobre a etiologia
da MRKH. Casos familiares sugerem uma possivel heranca autossémica dominante
com penetrancia incompleta e expressividade variavel. Por outro lado, a ocorréncia
de casos esporadicos, discordancia de fenotipo em gémeos monozigoticos e a néo
transmissdo para a progénie naquelas mulheres que procuram a maternidade por
Utero de substituicdo, sugerem heranca poligénica/multifatorial ou até mesmo etiologia
ndo genética. Em adicdo, ndo se pode excluir a possibilidade de que fatores
ambientais/epigenéticos também possam estar associados a etiologia dessa condigdo
(FONTANA et al., 2017; HERLIN; PETERSEN; BRANNSTROM, 2020; KYEI-
BARFFOUR et al., 2021).

Na tentativa de compreender as alteracdes moleculares relacionadas a MRKH,
diversos estudos realizaram investigacdes em genes candidatos. Genes com papel
fundamental na embriogénese ja foram previamente avaliados nesses estudos.
Dentre estes genes estao: WT1, PAX2, HOXA7 a HOXA13 e PBX1, entre outros
(MORCEL; CAMBORIEUX; GUERRIER, 2007).

Os estudos de genes envolvidos em patologias associadas a MRKH também foram
avaliados anteriormente. A associacdo entre MRKH e galactosemia e fibrose cistica
levaram a investigacédo dos genes GALT e CFTR (CRAMER et al., 1996; TIMMRECK
et al., 2003; FONTANA et al., 2017). Variantes em CFTR também estdo associadas a
auséncia congénita de vasos deferentes e, segundo Timmreck et al., (2003), os
mesmos genes poderiam estar envolvidos no desenvolvimento dos ductos de Miuiller
e Wolff. Contudo, ndo foram identificadas variantes ou polimorfismos em GALT e
CFTR que pudessem ter relagdo com a MRKH (KLIPSTEIN et al., 2003; TIMMRECK
et al., 2003).

Variantes em outros genes como AMH e seu receptor (AMHR), que atuam na
regressdo dos ductos de Miiller no sexo masculino e que poderiam comprometer o
desenvolvimento normal do sexo feminino, foram avaliadas. Entretanto, ndo foi
estabelecida associacdo com a sindrome (FONTANA et al., 2017; OPPELT et al.,
2005)

Em 2004, Biason-Lauber e colaboradores descreveram uma paciente de 18 anos

de idade com amenorreia primaria, agenesia uterovaginal e hiperandrogenismo. Foi
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identificada nessa paciente uma variante missense em heterozigose que leva a
substituicdo de guanina por adenina no éxon 5 do gene WNT4 gerando perda de
funcgéo.

O gene WNT4, localizado em 1p36.12, possui papel importante no
desenvolvimento embrionario. WNT4 atua no processo de diferenciagdo ovariana,
desenvolvimento dos ductos de Miiller e represséo de testiculos. A variante reportada
pelos autores no gene WNT4 foi a primeira a ser associada com a Sindrome, contudo,
a agenesia mulleriana associada ao hiperandrogenismo foi considerada uma entidade
separada da MRKH (BIASON-LAUBER et al.,, 2004; EGGERS; SINCLAIR, 2012;
HERLIN et al., 2019).

A utilizacdo da técnica de microarray, trouxe a possibilidade de fazer uma
varredura no genoma permitindo a identificacdo de dele¢cbes ou duplicagbes sem a
necessidade de um gene alvo. Dessa maneira, algumas regides cromossémicas
foram identificadas alteradas em pacientes com MRKH. Variacbes no numero de
copias (CNVs) localizadas em 1g21.1, 16p11.2,17q12, 22q11.21 e Xp22 foram
reportadas como mais recorrentes na literatura (FONTANA et al., 2017; HERLIN;
PETERSEN; BRANNSTROM, 2020).

Dele¢bes localizadas em 22gl11.21 s&o associadas a Sindrome de DiGeorge,
caracterizada por defeitos cardiacos, dismorfia facial, além de alteracdes
comportamentais e cognitivas (LEDIG; WIEACKER, 2018). Em contrapartida, a
delecéo 22qg11.21 foireportada em um feto com aplasia mulleriana, defeitos cardiacos
e agenesia renal bilateral por Morcel e colaboradores (2011). Autores sugerem que a
associacao de MURCS pode ser uma variacao dentro do amplo espectro da sindrome
de DiGeorge.

A correlacao entre delecao 22g11 e MRKH também foi reportada por Cheroki et al.
(2006). A delecdo de 4 Mb foi identificada em uma paciente com agenesia vaginal,
atero rudimentar, alteracdes craniofaciais e dificuldade de aprendizagem. Uma coorte
com 63 mulheres com MRKH também identificou uma paciente com dele¢do 22q11
(NIK-ZAINAL et al., 2011).

Em 17912 estdo localizados os genes LHX1 e HNF1B que possuem funcao
conhecida no desenvolvimento do sistema reprodutor e foram considerados genes
candidatos para MRKH. HNF1B é expresso nos ductos mesonéfricos e
paramesonéfricos e ja foi associado com malformacdes genitais, diabetes e cistos
renais (Al et al., 2022; SANDBACKA et al., 2013). Uma variante em heterozigose em
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HNF1B foi reportada na literatura em duas pacientes com agenesia uterovaginal e
diabetes familiar com idade de diagnéstico precoce (LINDNER et al., 1999). Porém,
apesar de ser considerado um gene promissor, estudos posteriores nao identificaram
variantes em HNF1B em pacientes com MRKH (LEDIG et al., 2011; WILLIAMS et al.,
2017).

Alteracdes no gene LHX1 também ja foram associadas previamente a MRKH.
Esse gene atua durante o inicio do periodo embrionario, possuindo papel importante
no desenvolvimento do sistema urogenital (SHY, 2016). Baseado em estudos
utilizando modelo animal que demonstrou auséncia de tubas uterinas, Utero e porcao
superior do canal vaginal em camundongos (Lhx1-null), LHX1 também é considerado
um gene candidato (KOBAYASHI et al., 2004; LEDIG et al., 2012).

Em estudo conduzido por Ledig e colaboradores (2011) foi identificada uma
variante missense em um grupo de 56 pacientes avaliadas, resultando em proteina
truncada, o que poderia explicar o quadro clinico observado. Em 2012, a avaliacéo de
um grupo de 62 mulheres com MRKH identificou uma mutagao do tipo frameshift no
gene LHX1, que resulta em stop codon prematuro. Autores concluem que a variante
encontrada é relevante para o quadro clinico da paciente, ja que a mutacao impede a
producdo de uma proteina funcional (LEDIG et al., 2012).

Em adicédo, outra mutacdo em heterozigose do tipo missense localizada no
gene LHX1 também foi descrita posteriormente em paciente com MRKH, sugerindo
gue esse gene possa estar envolvido na patogénese da doenca (ZHANG et al., 2017).

O fator de transcricdo TBX6, localizado em 16p11.2, € também considerado
gene candidato para MRKH ja que atua durante o periodo embrionario na formacéao e
diferenciacdo do mesoderma paraxial (HERLIN et al., 2014; TRIANTAFYLLIDI et al.,
2022). TBX6 pertence a familia de genes T-box que codificam fatores de transcricdo
e foi associado a escoliose congénita em estudo realizado com populacdo Chinesa
(LEDIG; WIEACKER, 2018).

Variantes em TBX6, ja foram reportadas em pacientes com anomalias
mdillerianas, incluindo MRKH. O sequenciamento desse gene em 167 mulheres
identificou uma variante possivelmente patogénica em heterozigose (c.484G>A) em
duas pacientes com MRKH e em trés pacientes com anomalias de fusdo dos ductos
de Mduller. A variante ¢.1015C>A também foi descrita nesse mesmo estudo em uma

paciente com Utero septado (TEWES et al., 2015).
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Sandbacka et al. (2013) também identificou a variante c.484G>A. Nesse
estudo, a variante encontrava-se presente em maior frequéncia no grupo de 112
pacientes quando comparado ao grupo controle. Entretanto, Tewes et al., (2019)
observou a presenca da mesma variante com frequéncia similar no grupo controle e
no grupo de mulheres MRKH, sugerindo que essa muta¢do ndo esté relacionada a
desordens dos ductos de Mduller. Em contrapartida, 4 variantes (c.358A>G, c.
1146C>A, c¢.815G>A, ¢.1015C>A) foram identificadas nesse mesmo estudo,
demonstrando uma possivel associacdo entre anomalias dos ductos de Mdiller e
variantes em TBXG6.

O gene candidato considerado mais promissor para MRKH é o gene GREB1L
(18g11.1-g11.2). Esse gene esté envolvido na via de sinalizagcdo pelo acido retindico,
importante para o desenvolvimento renal, atuando como coativador do gene RAR
(receptor de acido retindico) e na regulacdo de genes como WT1, LHX1 e PAX2/8.
Apesar do papel exato de GREB1L ainda ndo ser completamente compreendido, a
relagéo entre esse gene e o desenvolvimento do sistema genital e renal foi observada
em pacientes com malformacgdes renais e demonstrada em estudo com modelo animal
(BROPHY et al., 2017; DE TOMASI et al., 2017; KYEI BARFFOUR; KWARKOH,
2021).

A avaliagdo de uma familia incluindo duas primas com MRKH e agenesia renal
unilateral e dois parentes do sexo masculino identificou uma nova variante patogénica
missense em heterozigose em GREBI1L (c.705G>T). A variante descrita foi transmitida
através das duas mées néo afetadas para as duas mulheres com MRKH e para um
individuo do sexo masculino com agenesia renal bilateral, falecido logo apds o
nascimento. Autores sugerem que a alteracéo, herdada do avdé materno com agenesia
renal unilateral, apresenta penetrancia incompleta, ndo podendo ser descartada a
possibilidade de imprinting genémico (HERLIN et al., 2019).

Variantes em GREBI1L também foram reportadas na literatura tanto em casos
esporadicos quanto familiares de MRKH. Os achados descritos sugerem que GREB1L
possui papel importante no desenvolvimento adequado de Uutero e rins, devendo ser
avaliado em pacientes com MRKH ou agenesia renal. Em adicéo, variantes nesse
gene também foram identificadas em pacientes com alteracdes auditivas, que podem
fazer parte das alteracdes extragenitais e que estao presentes em cerca de 10 a 25%
de mulheres portadoras de MRKH (JACQUINET et al.,, 2020; KYEI BARFFOUR;
KWARKOH, 2021). Estudo acerca do gene GREBLL, que é expresso no mesoderma
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intermediario, também foi conduzido Jolly et al. (2023). Os autores identificaram
variantes patogénicas em GREB1L como potencialmente causadoras tanto de MRKH
| quanto de MRKH II.

Conforme dito anteriormente, diversas CNVs ja foram identificadas em
pacientes com MRKH. Contudo, essas regiées podem conter multiplos genes, o que
dificulta a identificacdo de um gene causal. Tendo em vista esse grande desafio de
elucidar a base genética envolvida nessa doenca congénita, recentemente Brakta et
al. (2023) reportaram na literatura o primeiro estudo utilizando mapeamento Optico
gendmico (OGM) na busca de variantes estruturais (SVs) em 87 pacientes com
possivel diagndstico de MRKH. Dentre as alteracdes foram encontradas delecdes,
duplicacbes e trés casos de mosaicismo. Os autores concluem que o mosaicismo
pode estar envolvido na etiologia da MRKH (BRAKTA et al., 2023).

4 ALTERACOES EPIGENETICAS

Relatos na literatura sobre gémeas monozigoéticas discordantes para o fenétipo de
MRKH sugerem que outros mecanismos, como fenémenos epigenéticos, possam
estar associados a etiologia da sindrome (STEINKAMPF; DHARIA; DICKERSON,
2003; MILSOM et al., 2015). Apesar da conducéo de diversos estudos empregando
técnicas como microarray e sequenciamento, existem poucos trabalhos com
abordagem epigenética.

A epigenética é caracterizada como o estudo de modificacdes na expressao génica
gue nao estdo relacionadas a alteracbes na sequéncia do DNA. Os mecanismos
epigenéticos incluem modificacdes de histonas, metilagdo do DNA e RNAs nédo
codificantes (ncRNAs) (LI, 2021).

A metilacdo do DNA é um evento enzimatico realizado por DNA metiltransferase
(DNMT) onde as citosinas seguidas por guanina (dinucleotideo CpG) recebem um
grupamento metil na posicao 5. Algumas regides do genoma possuem maior
concentracdo de dinucleotideos CpG, formando as ilhas CpGs, que estdo presentes
com frequéncia em regides regulatérias como a regido promotora de genes (MENG et
al., 2015). Sabe-se que a metilacdo do DNA esta envolvida em processos como

imprinting gendmico, inativacdo do cromossomo X, proliferacdo e diferenciacao
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celular. Dessa maneira, alteracées no perfil de metilagdo podem estar associadas ao
desenvolvimento de doencas (LI, 2021).

Rall e colaboradores (2011) conduziram o primeiro estudo com avaliagdo de
transcriptoma e niveis de metilagdo em oito pacientes com MRKH. Neste estudo,
foram identificados 293 transcritos diferencialmente expressos quando comparado ao
grupo controle e 194 sitios CpGs com diferentes padrées de metilacéo.

Autores identificaram que os genes WT1 e GATA4 estavam hipometilados em
relacdo ao grupo controle. Sabe-se que ambos 0s genes participam de processos
relacionados a determinacdo do sexo e diferenciacdo via AMH, promovendo
expressdo de AMH e consequente regressao dos ductos de Miiller. Além de WT1 ter
papel importante no desenvolvimento do sistema urogenital, ele atua na transcri¢cao
do gene AMH. Dessa maneira, a ativagdo de AMH poderia levar a regressao parcial
dos ductos de Miiller em pacientes com MRKH (RALL et al., 2011).

O possivel envolvimento de fatores epigenéticos como metilacdo em regides de
imprinting na etiologia da MRKH também esta sendo avaliado, j& que
aproximadamente 100 genes no genoma humano sofrem imprinting. O imprinting
gendmico é caracterizado pelo controle da expressao génica onde os dois alelos de
um determinado gene sdo diferencialmente expressos de acordo com a origem
parental. Dessa maneira, a repressdo do alelo materno ou paterno resulta na
expressao monoalélica do gene (TUCCI et al., 2019).

A Sindrome de Silver Russell (SRS), é uma desordem de imprinting, associada
principalmente a hipometilagéo da regido de controle de imprinting 1 (ICR1) e dissomia
uniparental do cromossomo 7. Tendo como base descri¢cdes na literatura associando
pacientes com MRKH e SRS, Eggermann e colaboradores (2018) buscaram mutacoes
epigenéticas em loci imprintados que possuem associacdo com doencas de
imprinting, incluindo ICR1, localizado em 11p15.5. Apesar da andlise realizada néo ter
sido capaz de detectar alteragdes nos niveis de metilagdo nos cromossomos 6, 7, 11,
14, 15, 19 e 20, ndo exclui a possibilidade de epimutagdes em outras regidbes que
possam contribuir para etiologia da MRKH (ABRAHAM et al., 2015; EGGERMANN et
al., 2018).

A presenca de SRS e MRKH também foi descrita por Bruce et al. (2009). Neste
estudo foi identificada extrema hipometilagdo de H19 ICR1 em duas pacientes com
caracteristicas fenotipicas compativeis com MRKH, sendo que uma delas

apresentava agenesia vaginal e Utero hipoplasico e a outra apresentava agenesia
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uterina e dos 2/3 superiores do canal vaginal. Autores associaram o nivel de metilagédo
de H19 a gravidade do fenétipo de SRS. Por outro lado, Sandbacka e colaboradores
(2011) néo identificaram associacdo entre hipometilacdo de H19 ICR1 e o
desenvolvimento de MRKH. Porém, os autores observaram reducédo da metilacéo do
gene H19 em 3/16 sitios estudados e concluiram que esse achado pode contribuir
para o fenétipo de MRKH apesar da metilagdo normal de H19 ICRL1.

5 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

O diagnéstico da MRKH é baseado tanto na avaliacdo fisica da paciente,
guanto no cariétipo e em exames de imagem. Existem diversas outras condicdes
clinicas que podem se apresentar de maneira semelhante a MRKH. Por esse motivo,
o diagnéstico diferencial deve ser realizado para excluir a possibilidade de outras
alteragcbes como aplasia vaginal isolada, DDS (principalmente a AIS), himen
imperfurado e septo vaginal transverso (SVT) (SOUSA et al., 2014; ACOG, 2018).

5.1 SINDROME DA INSENSIBILIDADE ANDROGENICA (AIS)

A AIS é considerada a desordem mais frequente no grupo 46, XY DDS, sendo
caracterizada por disfuncéo do receptor androgénico (AR). O comprometimento desse
receptor manifesta-se em diferentes graus de gravidade em cada individuo, resultando
em um amplo espectro fenotipico (GULIA et al., 2018). Dessa maneira, 0 AR possui
papel fundamental no desenvolvimento embrionario, atuando no processo
diferenciagdo sexual masculina. Além disso, possui também funcdo importante no
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias (TOUZON et al., 2019).

As gbnadas bipotenciais, presentes no inicio do periodo embrionario, possuem
a capacidade de desenvolver tanto testiculos quanto ovarios. Nesse estagio do
desenvolvimento, os ductos de Wolff e de Miuller estdo presentes (Figura 3)
(MAKIYAN, 2016; PIAZZA; URBANETZ; CARVALHO, 2011). Naqueles embrides cujo

sexo cromossomico é 46, XY, o fator de determinacéo testicular, codificado pelo gene
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SRY, inicia a partir da 62 semana de gestacado o processo de diferenciacdo da gbnada
primitiva em testiculos (MANNAERTS et al., 2015).

Estagio indiferenciado

Ductos de Miiller
Mesonéfros (Paramesonéfricos)

Gonada Ductos de Wolff

(Mesonéfricos)

— Crista Urogemtal

V"4

Epididimo
) Ovarios
Testiculo
Canal deferente )
Tuba uterina
BiEEs Utero

B Vesicula Seminal

Ducto ejaculatorio

Vagina
Prostata

Figura 3. Gbénada bipotencial no estégio inicial de desenvolvimento embrionario. Presenca dos
ductos paramesonéfricos e mesonéfricos. Fonte: UpToDate.

Em resposta ao hormoénio antimulleriano (AMH) secretado pelas células de
Sertoli, os ductos de Miiller regridem e os ductos de Wolf, sob acédo da testosterona
produzida pelas células de Leydig, se diferenciam em epididimo, ducto deferente e
vesicula seminal (BATISTA et al., 2018).

Por meio da agado da 5a-redutase, a testosterona previamente produzida é
convertida em dihidrotestosterona, induzindo o desenvolvimento da prostata e da
genitélia externa masculina (ONO; HARLEY, 2013). Dessa maneira, a testosterona e
a dihidrotestosterona desempenham papel fundamental na diferenciacdo sexual
masculina e desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios (BRINKMANN,
2001).

Esses dois horménios esteroides possuem suas acfes mediadas pelo AR.
Portanto, a auséncia desses hormonios ou até mesmo defeitos no AR levam ao

desenvolvimento sexual masculino incorreto (TAN et al., 2015). O comprometimento
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na funcdo do AR resultara em individuos onde o sexo cromossémico e gonadal ndo
correspondem ao fenétipo apresentado.

Com o avanco no entendimento dos mecanismos moleculares que podem levar
a discordancia entre o sexo anatdmico, gonadal e cromossémico em um individuo,
novas nomenclaturas foram sugeridas pelo Consenso de Chicago (2006) (LEE et al.,
2006). Tendo em vista que termos como intersexo, sexo reverso e hermafroditismo
sdo considerados estigmatizantes e potencialmente pejorativos, o termo “Disturbios
de Diferenciacdo Sexual’ (DDS) passou a ser sugerido em substituicdo aos termos
utilizados anteriormente (LEE et al., 2006).

As DDS possuem incidéncia de 1:4500 a 1:5000 nascidos vivos e podem ser
divididas em 3 grupos tomando como base o cariétipo: (1) 46, XX DDS, que incluem
desordens de desenvolvimento gonadal e excesso de andrégenos; (2) 46, XY DDS,
neste grupo estéo inclusos os disturbios de desenvolvimento gonadal e disturbios de
acao ou sintese de androgenos; (3) DDS sexo cromossémico, que incluem doencas
como sindrome de Turner e Klinefelter (Figura 4) (LEE et al., 2006; WALIA et al.,
2018).
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Figura 4. Classificagdo DDS. Os disturbios de diferenciacao sexual (DDS) sao classificados em trés
principais grupos, com base no cariétipo. Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH).
Fonte: Adaptado de Cools et al., 2018.

A condicao clinica mais comum dentro do grupo 46, XY DDS € a AIS (BATISTA et
al., 2018). Ela possui heranca recessiva ligada ao X e sua patogénese € decorrente
da incapacidade de as células responderem aos androgenos devido a variantes no
AR (BARBAGALLO et al., 2021).

Essas variantes patogénicas no AR podem ocasionar comprometimento de funcao
do receptor, afetando o desenvolvimento dos caracteres sexuais masculinos.
Portanto, as diferentes caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes estao
diretamente relacionadas as alteracdes encontradas no AR (GULIA et al., 2018).

Dessa maneira, a AlS foi classificada em trés categorias distintas: completa (CAIS),
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parcial (PAIS) ou moderada (MAIS), dependendo do grau de resisténcia a androégenos
(MONGAN et al., 2015).

A CAIS é decorrente de variante no gene AR, o0 que impede por completo que sua
funcao seja realizada e é caracterizada por genitalia externa feminina. Normalmente,
o primeiro sinal observado € a amenorreia primaria ou presenca de hérnia inguinal na
infAncia. Essas pacientes possuem auséncia de Utero, presenca escassa de pelos
axilares e pubianos, desenvolvimento espontaneo de mamas e testiculos alojados em
posi¢cdes atipicas (TADOKORO-CUCCARO; HUGHES, 2014).

Ja em pacientes com PAIS, a forma de apresentacao clinica pode variar desde um
fenétipo predominantemente feminino até genitdlia ambigua ou um fendétipo
predominantemente masculino. No primeiro caso, 0s pelos pubianos estao presentes
na genitalia externa feminina e pode-se identificar hipertrofia de clitoris e fusdo parcial
ou completa dos labios (SUBRAMANIAM et al., 2013). Na apresentacao masculina é
observado micro pénis, hipospadia severa e escroto bifido com ou sem criptorquidia.
J& as formas mais ambiguas sdo diagnosticadas ao nascimento ou infancia (HUGHES
et al., 2012; MENDOZA; MOTOS, 2013).

Em individuos com MAIS o diagnostico pode passar despercebido visto que
geralmente possuem desenvolvimento masculino normal. Contudo, alguns casos
podem apresentar ginecomastia, micropénis e infertilidade (BATISTA et al., 2018).

O gene AR é um fator de transcricdo composto por 8 éxons que esta localizado no
cromossomo X (Xqll-ql2) e é responsavel por controlar a expressdo de genes
especificos (TAN et al., 2015; BATISTA et al., 2018). O gene AR possui quatro
dominios funcionais, sendo eles: dominio N-terminal (NTD), dominio de ligacdo ao
DNA (DBD), dominio de ligacdo ao androgeno (LBD) e regido hinge (Figura 5)
(BARBAGALLO et al., 2021).
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Figura 5. Representacéo da estrutura do gene AR. O receptor androgénico (AR) possui 8 éxons e
codificauma proteina de 919 aminoacidos, composta por diferentes dominios funcionais: o dominio N-
terminal (NTD), o dominio de ligacdo ao DNA (DBD), o dominio de ligagdo ao andrégeno (LBD) e a
regido Hinge. Fonte: Adaptado de Batista et al., 2018.

O NTD, codificado pelo éxon 1, é o dominio mais varidvel entre os membros da
familia de receptores nucleares do hormoénio esteroide. Nele esta presente a regiao
AF-1 que é necessaria para completo funcionamento de AR, além de possuir
importante funcéo de ativacado transcricional. Ja o DBD é codificado pelos éxons 2 e
3, sendo considerado altamente conservado. O DBD possui dois dedos de zinco (zinc
fingers) que permitem o reconhecimento de regides especificas de DNA e ativacdo de
genes alvo (DAVEY; GROSSMANN, 2016; POZZOBON, 2006).

Os éxons 4, 5, 6, 7 e 8 codificam o dominio LBD. Esse dominio contém a regido
AF-2 cuja acao é dependente de ligante e possui fungcédo importante na estabilizacéo
da estrutura proteica e interacdo entre NTD e coreguladores. Por ultimo, temos a
regido hinge, codificada pelo éxon 4 e localizada entre o dominio DBD e o LBD. Essa
regido atua no transporte do AR do citoplasma para o nucleo e na mudanca estrutural
de AR dependente de ligante (LANCIOTTI et al., 2019).

Diversas variantes relacionadas com AIS foram identificadas no AR. Dentre elas
ja foram descritas variantes de ponto, levando a substituicAo de aminoacido na
proteina ou producdo de codon de parada (stopcodon) prematuro; insercdes ou
delecbes de nucleotideos, que resultam na alteracédo de quadro de leitura (frameshift)
e terminacdo prematura; delecdo completa ou parcial do gene; e variantes intrénicas
afetando o splicing do mRNA (BRINKMANN, 2001).
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Variantes localizadas no éxon 1, que codifica o dominio NTD, sdo mais
frequentemente encontradas em pacientes com a forma completa da sindrome.
Apesar das poucas variantes descritas em pacientes diagnosticados com MAIS, a
maior parte delas também sdo encontradas nesse éxon, enquanto nos individuos com
PAIS, sdo mais frequentemente identificadas as variantes localizadas nos éxons 5 e
6 (BATISTA et al., 2018).

A maioria das variantes descritas em individuos com AIS sdo provenientes de
substituicbes de base que provocam a troca de aminoacido. Grande parte das
variantes no gene AR afetam o dominio LBD do receptor, influenciando na capacidade
de ligacdo do AR aos andrdégenos. Ja as alteracbes que afetam o dominio NTD
representam aproximadamente 20% e sao frequentemente identificadas na CAIS.
Cerca de 71% das variantes no éxon 1 resultam em stopcodon prematuro e 29%

representam mutacées do tipo missense (JAASKELAINEN, 2012).

5.2 SEPTO VAGINAL TRANSVERSO E HIMEN IMPERFURADO

Nos embrides que possuem o0 sexo cromossémico feminino, 46,XX, a falta de
testosterona induz a involucdo dos ductos mesonéfricos e, devido a auséncia das
células de Sertoli, o AMH ndo é produzido. Isso, por sua vez, permite o0
desenvolvimento dos ductos de Miller (MIKHAEL et al., 2021; ONO; HARLEY, 2013;
QUINT; MCCARTHY; SMITH, 2010). A porcado caudal desse ducto sofre fusao,
originando o Utero, cérvix e por¢ao superior do canal vaginal, enquanto a por¢cdo mais
cranial, que nao sofreu fusdo, originar4d as tubas uterinas (Figura 6) (PITOT;
BOOKWALTER; DUDIAK, 2020).
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Figura 6. Desenvolvimento dos ductos de Miiller. (A) Fusdo da extremidade caudal dos ductos de
Mller (DM), chegada ao seio urogenital (SU) e regressao dos ductos de Wolff (DW). (B) Reabsor¢ao
do septo (S) existente entre os DM, dando origem ao Utero (UT) e vagina (V). Por¢éo que néo sofreu
fuséo dara origem as tubas uterinas (TU). Fonte: Adaptado de Pitot; Bookwalter; Dudiak, 2020.

O terco inferior da vagina tem sua origem no seio urogenital. A medida que as
extremidades caudais dos ductos de Miiller alcangam o seio urogenital, desencadeiam
a formacéo dos bulbos sinovaginais, conforme ilustrado na Figura 7. Posteriormente,
os bulbos proliferam, dando origem a chamada placa vaginal. Esse processo de
proliferacdo resulta no aumento da distancia entre o Utero e o0 seio urogenital. Em
fases posteriores do desenvolvimento embrionario, a por¢céo central da placa vaginal
sofre degeneracgdao, resultando na formacgao da luz vaginal (canalizagéo). Esta luz
vaginal é separada do seio urogenital por uma membrana conhecida como himen, a
gual geralmente se rompe durante o periodo perinatal (SADLER, 2016; TANITAME et
al., 2021).
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Figura 7. Desenvolvimento do canal vaginal. (A) Por¢éo caudal dos ductos de Milller ja fundidas chega
ao seio uterovaginal e promove a proliferacdo dos bulbos sinovaginais. (B) Proliferagdo dos bulbos
sinovaginais e formacao da placa vaginal. (C) canalizag&o da vagina. Fonte: Adaptado de Tanitame et
al., 2021.

Acredita-se que uma falha durante o processo de canalizacéo da placa vaginal
possa dar origem ao SVT, condicdo congénita com incidéncia aproximada de 1:2100
a 1:72000. Para classificacdo do septo vaginal é levado em consideracao sua
localizagéo, espessura e presenca ou nao de perfuracao (Figura 8A). Dessa maneira,
0 SVT pode possuir diversas espessuras e estar localizado em diferentes posi¢des ao
longo canal vaginal, sendo o terco superior a localizacdo mais frequente (BRANDER;
VINCENT; MCQUILLAN, 2022).

Pacientes com SVT possuem uma apresentacao clinica que varia a depender
se 0 septo € completo ou incompleto. Naquelas pacientes que apresentam septo
completo, os sintomas geralmente tém inicio na adolescéncia e incluem dor abdominal
ciclica e queixa de amenorreia primaria. A presenca de massa abdominal pode ser
decorrente do acumulo sanguineo na vagina ou no utero. Ja em casos de septo
incompleto, as mulheres podem apresentar queixa de dismenorreia e dispareunia.
Dessa maneira, o0 diagnostico antes da puberdade em pacientes com SVT é
considerado um desafio (SINGH et al., 2015).

Assim como o SVT, o himen também tem sua origem a partir do seio urogenital.
Caso nédo ocorra o rompimento dessa estrutura no periodo perinatal, essa membrana

permanece integra, condicdo que é chamada de himen imperfurado e possui
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incidéncia estimada de 1:1000 a 1:2000 mulheres (Figura 8B). Com o inicio da
puberdade, a presenca do himen imperfurado promove acumulo do fluxo menstrual
gerando uma distenséo da vagina, podendo ocasionar retencdo urinaria. Portanto, os
sintomas incluem amenorreia primaria, dor abdominal ciclica, retencdo urinaria e
presenca de massa abdominal (DIETRICH; MILLAR; QUINT, 2014a; EDMONDS,;
ROSE, 2013; TANITAME et al., 2021).

A etiologia das anomalias do trato reprodutor feminino ainda € obscura.
Contudo, a descricdo de ocorréncia familiar e concomitante de himen imperfurado e
SVT, assim como a descri¢cao de casos herdados de himen imperfurado, sugere um
componente genético (ABOUEDDAHAB; GUELZIM; KOUACH, 2022). Tanto o SVT
guanto o himen imperfurado constituem anomalias obstrutivas que podem se
apresentar com amenorreia primaria e vagina curta, portanto devem ser consideradas
no diagnaostico diferencial com MRKH (ACOG, 2018).

Utero

Cérvix

Vagina

Possiveis localizages do
SVT

Himen

Figura 8. Esquema representativo do septo vaginal transverso e do himen imperfurado. (A) possiveis
localizagBes do septo vaginal transverso (SVT). (B) Himen imperfurado. Adaptado de Dietrich; Millar;
Quint, 2014a.
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6 JUSTIFICATIVA

Considerando que a MRKH possui etiologia ainda obscura e frequentemente
diagnosticada tardiamente, a conducao de pesquisa nesse campo tem o potencial de
contribuir significativamente para a identificagdo das causas associadas a sindrome e
elucidar os mecanismos moleculares que regulam o desenvolvimento das estruturas
do aparelho reprodutor feminino.

Com o avango de técnicas moleculares, € relevante a utlizacdo dessas
metodologias como ferramentas de investigacdo. O entendimento dos mecanismos
envolvidos na MRKH podera contribuir para o diagnostico correto, assim como
influenciar na qualidade de vida das mulheres afetadas, manejo dos impactos

psicologicos associados e fornecimento de aconselhamento genético.

7 OBJETIVO

7.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia de alteracoes
genéticas que possam estar associadas a etiologia da MRKH, utilizando o

sequenciamento de exoma.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar possiveis alteracdes genéticas no grupo de pacientes selecionadas;

2. Avaliar a ocorréncia de variantes possivelmente causais neste grupo de
pacientes;

3. Buscar relacdo entre as alteracBes encontradas e o quadro clinico das
pacientes;

4. Realizar o diagnadstico diferencial.
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8 METODOLOGIA

Na tentativa de compreender as bases moleculares que contribuem para o fenotipo
observado em pacientes com MRKH, esse trabalho teve como objetivo utilizar
sequenciamento de nova geracao na busca de alteracbes que justifiqguem o quadro
clinico apresentado em um grupo de 18 pacientes. O presente trabalho foi realizado
como continuacdo do trabalho de mestrado intitulado “Avaliagcdo genética em
mulheres diagnosticadas clinicamente com Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-
Hauser”. O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia, conforme consta no anexo A (CEP-FM — CAAE:
60695716.1.0000.5558, N° do parecer - 5.132.513).

Nosso estudo anterior contou com a participacdo de 14 mulheres com diagnostico
clinico prévio de MRKH. As pacientes participantes foram provenientes do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB), assim como de outros estados do Brasil. Apos a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), essas mulheres
foram submetidas a avaliacdo que permitiu descrever o conjunto de sinais clinicos
observados e classificd-las em MRKH 1, Il e Associacdo de MURCS. Em adi¢céo, as
pacientes selecionadas anteriormente também passaram por investigacdo genética
utilizando o caridtipo, Analise Cromossémica por Microarray (CMA) e Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para detecgcao de SRY (CUNHA, 2018).

O atual estudo contou com a participacao das 14 pacientes provenientes da nossa
pesquisa anterior (P1 a P14), e foram incorporadas ao projeto quatro novas
participantes (P15-P18). Todas as mulheres selecionadas foram submetidas as
mesmas técnicas ja empregadas em nosso trabalho anterior, incluindo cariétipo, CMA
e PCR. Adicionalmente, foi acrescentado neste trabalho o sequenciamento de exoma.
O sequenciamento Sanger foi utilizado em casos especificos: (1) confirmagdo da
variante identificada em P2 por exoma e (2) avaliagdo dos genitores da paciente P6.
O Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA) também foi utilizado como ferramenta
para avaliacdo dos genitores da paciente P8 e como método confirmatorio para a

alteracao identificada em P16 (Figura 9).
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Figura 9. Fluxograma do estudo. * O Sequenciamento Sanger e o MLPA foram utilizados em casos
especificos.

*

8.1 SELECAO DE PACIENTES

Neste trabalho foram avaliadas 18 pacientes. 14 previamente incluidas durante a
execucao do projeto de mestrado e quatro novas pacientes atendidas no ambulatério
de Genética Médica do HUB. Os TCLEs foram assinados pelas pacientes e/ou seus

responsaveis apos a elucidagédo de duvidas a respeito do estudo.
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8.1.1 Critérios de Inclusao

1. Assinatura do TCLE pelas pacientes/responsaveis;

2. Apresentar suspeita clinica de MRKH.

8.2 MATERIAL BIOLOGICO

Para a execuc¢do das técnicas propostas no presente estudo, foi realizada a coleta
de 4 a 8 ml de sangue periférico em dois tubos distintos. O sangue coletado em tubo
com heparina foi utilizado para realizagdo do exame de cari6tipo enquanto o tubo
contendo acido etileno diamina tetracético (EDTA) foi utilizado para extracdo de DNA
seguida dos seguintes testes: PCR para deteccdo de SRY, CMA, sequenciamento de

exoma e, em casos especificos, sequenciamento Sanger e MLPA.

8.3 EXAME DE CARIOTIPO

Para a realizacdo do exame de cariotipo foram coletados de 4 a 8 ml de sangue
periférico em tubo contendo heparina. Apds o cultivo de linfécitos em meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) por 72 horas a 37°C foi adicionado colchicina para
obtencédo das metafases. Em seguida as amostras foram distribuidas em tubos falcon
para centrifugacao e retirada do sobrenadante e realizada a etapa de hipotonizacgéo.

Ap6s fixacdo utilizando Carnoy | (3:1 Alcool Metilico / Acido Acético Glacial), foi
realizada a preparacdo das laminas para analise em microscopio 6ptico seguidas de

bandamento G e coloragdo com Giemsa.
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8.4 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de sangue periférico
coletadas em tubos contendo EDTA seguindo o protocolo de rotina do laboratério.

A primeira etapa da metodologia consiste na lise celular utilizando 9 ml da solucao
de lise RBC (5mM de MgClz e 1ImM EDTA pH 8,0) e 3 ml de sangue total colocados
em tubo falcon. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos
e posteriormente submetidas a centrifugacdo a 3400 rpm por igual periodo. O
sobrenadante foi removido, deixando de 100 a 200 pl de liquido residual e um pellet
de células brancas. Apés a ressuspensdo do pellet, foi adicionado 3 ml da solugéo de
lise celular (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8,0 e 1% SDS).

Para a segunda etapa foi adicionado 1 ml da solucédo de precipitacdo de proteina
gue contém 7,5 M NHs4Ac e 57,81g de acetato de amoénia diluidos em 100 ml de agua
destilada. O tubo foi homogeneizado para se obter uma solucdo uniforme e
submetidos novamente a centrifugacao a 3400 rpm por 10 minutos, dando origem a
formacao de um pellet marrom.

O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para outro tubo falcon com 3 mi
de isopropanol 100%. A solucdo foi invertida diversas vezes até que ocorresse a
formacéo de novelos de DNA e centrifugada a 3400 rpm por 3 minutos dando origem
a um pellet branco. Novamente o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 3 ml
de etanol 70% seguido de centrifugacdo a 3400 rpm por 1 minuto. Apés retirada do
sobrenadante, os tubos foram deixados a temperatura ambiente por 15 minutos.

Para hidratacdo do DNA foi adicionado 200-250 ul de tampé&o TE 1x e deixado a
temperatura ambiente por 12-24 horas. O DNA foi armazenado entre 2-8°C.

8.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

No presente estudo foi realizada a técnica de PCR para deteccdo de SRY. As
sequéncias dos primers forward e reverse foram obtidas de Settin et al. (2008) e
possuem a seguinte sequéncia: 5—-CATGAACGCATTCATCGTGTGGTC-3' e 5-
CTGCGGGAAGCAAACTGCAATTCTT-3’, respectivamente. Cada reacdo de 15ul
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conteve: 0,3ul primer forward (10uM), 0,3ul primer reverse (10uM), 2,0ul MgCI2
(50mM), 1,0ul dNTPs (2mM), 3,0uL Buffer 10x, 0,15uL Taq Platinum (Invitrogen-5
U/uL), 2ul de DNA e 6,25ul de agua MilliQ.

A reacao de PCR foi realizada a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C
por 15 segundos para desnaturagao; 65°C por 20 segundos para anelamento dos
primers e 72°C por 20 segundos para extens&o. 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.

8.6 ANALISE CROMOSSOMICA POR MICROARRAY (CMA)

A técnica de CMA foi realizada em conformidade com as orienta¢cdes do fabricante.
No presente estudo foi empregada a plataforma CytoscanTM 750k (Affymetrix) que
permite realizar em alta resolugdo analise de alteracbes cromossdmicas
submicroscopicas no DNA. Sendo assim, permite identificar CNVs e perda de
heterozigose por meio de 550.000 sondas ndo polimorficas e aproximadamente
200.000 sondas de SNPs (polimorfismo de nucleotideo Unico) que estao distribuidas
em um chip de DNA (GeneChip®).

O DNA genbmico extraido previamente foi diluido em Low EDTA TE buffer para
ajuste de concentracao para 50ng/pl. Em seguida, as amostras foram encaminhadas
para a etapa de digestdo com a enzima de restricdo Nsp | seguida da etapa de ligacéo
de adaptadores com a T4 DNA ligase.

Os adaptadores ligados sé@o reconhecidos pelos primers universais utilizados na
etapa de PCR para amplificacdo das amostras. Uma aliquota do produto da PCR foi
verificada em gel de agarose 2%. Os fragmentos devem se apresentar entre 150 e
2000 pb.

Posteriormente, os produtos de PCR foram purificados utilizando beads
magnéticas e quantificados no espectofotémetro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific,
EUA). A sequir, foi realizada a fragmentacéao das amostras que foi confirmada em gel
de agarose 4% com fragmentos entre 25 e 125 pb. A etapa seguinte consistiu na
marcacao do material com biotina e posterior aplicacdo das amostras no GeneChip®
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para a incubacdo em forno de hibridacao (Hybridization Oven 645, Affymetrix, EUA)
por 16-18 horas a 50°C e 60 rpm.

Os chips foram submetidos a lavagem com tampdes na estacdo automatizada
Fluidics Station 450 (Affymetrix, EUA), marcados com fluor6foros e escaneados no
GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix). Os resultados obtidos por meio dessa
técnica foram analisados no Chromosome Analysis Suite (ChAS) 2.0 software
(Affymetrix). Foram utilizados como parametros para analise dos resultados o minimo
de 15 sondas para considerar uma regido deletada e o minimo de 30 sondas para

duplicacéo. As etapas da técnica de CMA estdo apresentadas na Figura 10.

| Extracdo do DNA genémico |
Dia 1 ‘L

Finaliza = | Digestéo | 3 horas
coma ligagdo 1

| Ligacdo | 4 horas

{ | Amplificagdo por PCR | 1 hora
L Area Pré-PCR

Dia 3 Fragmentacio 2 horas

PCR em quadruplicata | » | Gelde agarose
Dia 2 1hora Inicia com a = =
) PCR fragmentacio e Marcagdo e aplicagdo
/ ... & ¢ no Genechip 5horas

Area Pés-PCR |

L ——— finaliza com a
Inicia com a PCR

N hibridagdo [
e finaliza coma | + | Gelde agarose
l | Hibridacio | 16-18 horas

quantificacdo

| Purificacdo da PCR | 2 horas Dia 4 vL
- Lavagem e marcagéo
L Finaliza com a lavagem Lavagem, marcacio com 3 horgas ¢
e escaneamento dos chips| fluoréforo e escaneamento Escaneamento
| Quantificagéo | 30 minutos 35 minutos por chip

Figura 10. Protocolo plataforma Affymetrix Cytoscan 750k Array.

8.7 SEQUENCIAMENTO DE EXOMA

O sequenciamento de exoma foi utilizado como estratégia na busca de variantes
que justifiguem o quadro clinico observado nas pacientes. Essa técnica permite o
sequenciamento das regibes codificantes, com alta cobertura dos éxons. Dessa
maneira, contribui para investigacdo de variacdbes em todo o genoma, sendo
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considerada uma ferramenta relevante no processo de identificacdo de genes
desconhecidos relacionados a doencas (GOH; CHOI, 2012; PEREIRA et al., 2015).

Para a realizacdo do sequenciamento de exoma, algumas etapas basicas sao
necessarias. Essas etapas incluem: preparacdo da amostra, clivagem do DNA
gendmico, hibridizacdo para captura das regides de interesse, insercdo de
adaptadores nas extremidades dos fragmentos gerados, construcao biblioteca,
amplificacdo, sequenciamento e analise de bioinformética (Figura 11) (BAMSHAD et
al., 2011; RETTERER et al., 2016).

As amostras de DNA foram enviadas para sequenciamento na Macrogen
Humanizing Genomics, na Coreia do Sul. Foi utilizado o kit de captura lllumina TruSeq
Enrichment Kit® e o sequenciamento foi realizado na plataforma HiScanSQ Illumina,

conforme instrucdes do fabricante.
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T T AATTTGA
l Floyeel ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Ciclos de
amplificagao Genoma de AGATGGTATTGCAATTTGACAT

em ponte referéncia

Clusters

Figura 11. Etapas do sequenciamento de exoma. Fonte: Adaptado de Bayle et al., 2021 e Illumina
INC., 2017.

8.7.1 Andlise do exoma

A andlise dos dados brutos obtidos pelo sequenciamento foi realizada no
Laborat6rio de Genética da Universidade de Brasilia, utilizando o software comercial

Franklin — Genoox®. As variantes foram classificadas segundo as diretrizes do ACMG
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(American College of Medical Genetics), podendo ser classificadas como: (1)
patogénica, (2) possivelmente patogénica, (3) significado incerto (VUS), (4)
possivelmente benigna e (5) benigna (RICHARDS et al., 2015).

Segundo as diretrizes do ACMG, a classificacdo de patogenicidade das variantes
envolve a avaliacdo de diversos critérios. Isso abrange a analise de informacgdes
obtidas através de ferramentas de predi¢cdo in silico, bancos de dados de frequéncia
populacional, estudos funcionais e analise de segregacao.

Os critérios que definem a classificacdo das variantes como patogénica podem ser
divididos em niveis de intensidade, como: muito forte (PVS1), forte (PS1-4), moderado
(PM1-6) e critério de suporte (PP1-6). Por outro lado, cada critério benigno pode ser
ponderado como stand alone (BA1), forte (BS1-4) e critério de suporte (BP1-6).

Para a analise das variantes foram utilizados bancos de dados publicos de
frequéncia populacional, tais como: Exome Aggregation Consortium (ExAC), Arquivo
Brasileiro Online de Mutacdes (AbraOM), Genome Aggregation Database (gnomAD),
1000 Genomes e The Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP). Também
foram utilizados banco de dados com informacdes de variantes associadas a doencas
como Clinical Variant Database (ClinVar) e OMIM.

A plataforma utilizada para analise dos dados permite a aplicacdo de diversos
filtros. Inicialmente, foi realizada uma estratégia de filtragem baseada no conjunto de
caracteristicas fenotipicas de cada paciente, classificacao (patogénica, possivelmente
patogénica e significado incerto) e tipo de heranca (autossémico dominante, recessivo
e ligado ao X). Foram removidas variantes com baixa cobertura, variantes sindbnimas,
intrénicas e variantes com frequéncia agregada >5% (Figura 12).

Posteriormente, foi utilizado outra estratégia de filtragem com a producédo de um
painel que engloba diversos genes ja citados na literatura e que podem estar
associados a MRKH e/ou desenvolvimento mulleriano (tabela 1). Apés a filtragem, a
andlise das variantes restantes foi realizada de forma individual e foi verificada a
compatibilidade da variante identificada e o quadro clinico apresentado. As variantes
patogénicas em heterozigose para doencas recessivas ndo foram incluidas na

analise.
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Figura 12. Estratégias de filtragem utilizadas para andlise de variantes. Benigna (B) e Possivelmente
Benigna (PB).

Tabela 1- Genes do painel MRKH

Genes Referéncia Genes Referéncia

BAZ28 Pan et al., 2019 MYCBP2 Takahashi et al., 2018
CCR4 Williams et al., 2016 ; Eksi et al., 2018 NAALADL2 Backhouse et al., 2019
CFTR Mikhael et al., 2021 ; Eksi et al., 2018 NBPF10 Pan et al., 2019
CMTM7 Williams et al., 2016 ; Eksi et al., 2018 NOTCH2NL Pan et al., 2019
CNOT10 Williams et al., 2016 ; Eksi et al., 2018 OR1F1 Eksi et al., 2018
DACH1 Davis et al., 2008 OR2T2 Chen et al., 2015
DACH2 Davis et al., 2008 OR4M2 Chen et al., 2015
DERL2 Ledig et al., 2018 OXTR Brucker et al., 2017
DLG5 Chu et al., 2022 PAX2 Mikhael et al., 2021
DLGH1 Ravel et al., 2012 PAX8 Smol et al., 2020
DOCK4 Backhouse et al., 2019; Ledig et al., 2018 PBX1 Burel et al., 2006

EMX2 Eksi et al., 2018 PDE11A Chen et al., 2015

ESR1 Brucker et al., 2017 PIK3CD Pan et al., 2019

GALT Klipstein et al., 2003 PLCH1 Ledig et al., 2018
GATA3 Chu et al., 2022 PTPN3 Takahashi et al., 2018
GEN1 Chu et al., 2022 RAR Choussein et al., 2017
GLI3 Chu et al., 2022 RARA Mendelsohn et al., 1994
GREBI1L Jacquinet et al., 2020 RARB Mendelsohn et al., 1994
HIRA Chu et al., 2022 RBMSBA Ledig et al., 2018 ; Eksi et al., 2018
HNF1B Eksi et al., 2018 RSPO4 Backhouse et al., 2019

HNRNPCL1 Chen et al., 2015 RXR Mendelsohn et al., 1994
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Gervasini et al., 2010; Mikhael et al.,

HOXA 9 Rall et al., 2011 SHOX 2021
HOXA10 Rall et al., 2011 SLC4A10 Pan et al., 2019
HOXA11 Rall et al., 2011 SNAP29 Ledig et al., 2018
HOXA13 Ekici et al., 2013 SPECCIL Backhouse et al., 2019
HOXD3 Chu et al., 2022 TBC1D1 Chu et al., 2022
IL32 Williams et al., 2016 ; Eksi et al., 2018 TBX6 Tewes et al., 2019
ITIH5 Morcel et al., 2013 TNK2 Pan et al., 2019
KLHL18 Pan et al., 2019 TP63 Eksi et al., 2018
KMT2D Chu et al., 2022 TRIM32 Ledig et al., 2018
LAMC1 Ravel et al., 2012 TRIM71 Eksi et al., 2018
LHX1 Ledig et al., 2012 WNT4 Biason-Lauber et al., 2004
LRP10 Backhouse et al., 2019 WNTOB Mikhael et al., 2021
MEFV Williams et al., 2016 ; Eksi et al., 2018 WT1 Choussein et al., 2017
MH Oppelt et al., 2005 ZNF200 Williams et al., 2016 ; Eksi et al., 2018
MHR Oppelt et al., 2005 ZNF205 Williams et al., 2016 ; Eksi et al., 2018
MMP14 Mikhael et al., 2021 ZNF213 Williams et al., 2016 ; Eksi et al., 2018
MSL3 Ledig et al., 2018 ZNF277 Ledig et al., 2018
ZNF816 Chen et al., 2015

Tabela 1: Genes englobados no painel MRKH utilizado como estratégia de filtragem de variantes na
plataforma Franklin.

8.8 MULTIPLEX LIGATION PROBE AMPLIFICATION (MLPA)

A técnica de MLPA foi utilizada no presente estudo como ferramenta para
avaliacdo dos genitores da paciente P8, visando identificar se a dup7gqll.23 é
herdada. Além disso, essa metodologia também foi empregada para confirmar a
presenca da variante em BRCA2 observada na paciente P16. A técnica de MLPA foi
realizada em conformidade com as instrucbes do fabricante, utilizando os kits
comerciais SALSA MLPA Probemix P064-C1 (MRC-Holland®) e SALSA MLPA
Probemix P045-BRCA2/CHEK2.

A metodologia de MLPA permite a deteccéo de alteracdes de numero de cépias
do genoma de maneira simultdnea em até 50 alvos distintos em uma mesma reacao.
O MLPA pode ser dividido em 5 etapas: (1) desnaturacdo do DNA e hibridizacao de
sondas; (2) reacédo de ligacéo; (3) amplificacdo das sondas por PCR; (4) separacao
dos fragmentos por eletroforese capilar e (5) analise de dados (STUPPIA et al., 2012).

Inicialmente, foi realizada a quantificacdo do DNA gendémico, extraido previamente,
e foi ajustado a concentracéo para 50-100ng/ul. A primeira etapa do MLPA consiste

na desnaturacdo de 5ul de DNA por 5 minutos a temperatura de 98°C, seguida da
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reducao da temperatura para 25°C. Apés a desnaturacdo, as amostras seguem para
a reacao de hibridizacdo. Nessa etapa sdo acrescentados em cada amostra de DNA,
3uldo mix que foi composto de 1,5ul de MLPA Buffer e 1,5ul de probemix. As amostras
foram mantidas por 1 minuto a 95°C e, em seguida, incubadas por 16-20horas a 60°C.

As sondas utilizadas nessa etapa do MLPA sdo compostas por dois
oligonucleotideos que sdo complementares a sequéncia alvo e que se ligam a regibes
adjacentes, sendo um deles curto e outro longo. Ambos possuem em suas
extremidades uma regido para ligacdo dos primers. No oligonucleotideo longo, esta
presente uma sequéncia coringa, sem homologia com a sequéncia alvo, e que possui
tamanho variavel. A sequéncia coringa confere a cada sonda um comprimento
distinto, permitindo a utilizacao de diversas sondas em uma mesma reacgéao e, permite

a separacao dos fragmentos por tamanho na eletroforese capilar (Figura 13).

Oligonucletideo

Oligonucletideo — . —
longo Regido de liga¢do do

— curto —— primer reverse ’
Regido de ligagdo do
primer forward Sequéncia coringa
Sequéncia complementar ao L Sequéncia complementar ao
DNA alvo DNA alvo
=

Amostra DNA Sequéncia alvo

L

Sonda

Figura 13. Estrutura das sondas utilizadas no MLPA. Fonte: MRC-Holland.

Apos a hibridizagdo das sondas a sequéncia alvo do DNA, foi adicionado a enzima
gue une as duas porc¢des da sonda que se hibridizaram adequadamente, gerando um
fragmento Unico (Figura 14). Para essa etapa, foi preparada a reacao de ligagdo com
25ul de agua, 3ul de ligase buffer A, 3ul de ligase buffer B e 1ul de enzima Ligase-65.
As amostras foram colocadas no termociclador 54°C e foram adicionados 32ul do mix
de ligacdo em cada reagao de MLPA. As amostras foram homogeneizadas e mantidas
por 15 minutos a 54°C, seguido de uma nova desnaturacdo de 5 minutos a 98°C para
promover a separacdo das sondas previamente ligadas ao DNA gendmico.

Posteriormente, a temperatura foi reduzida para 20°C.
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\l—( CA_/

Figura 14. Etapa de ligagéo do protocolo de MLPA. Fonte: MRC-Holland.

Em seguida, foi preparado o master mix para reacdo de amplificacdo das sondas
por PCR com a utilizacdo de um anico par de primer. Para cada amostra, foi utilizado
7,5ul de agua, 2ul SALSA PCR primer mix e 0,5ul SALSA polimerase. Apds a
montagem do mix, 10ul foram distribuidos para cada amostra. O programa do
termociclador consistiu em 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos
e 72°C por 1 minuto e extensao final de 72°C por 20 minutos. Somente as sondas
ligadas corretamente sdo amplificadas.

Por fim, 1ul de cada reacdo de MLPA foi diluido em 9ul de agua. 1pl da amostra
diluida foi adicionada a 9ul de formamida HIDI e 0,3ul de marcador Liz-500. A
separacdo dos fragmentos por eletroforese capilar foi realizada utilizando o
equipamento ABI-3500. Os dados obtidos foram analisados utilizando o Software
comercial Coffalyser (MRC-Holland®). A analise é realizada de maneira comparativa,
Ou seja, as amostras testes sdo comparadas a amostras controle. Cada pico gerado
corresponde ao produto de amplificacdo de uma sonda especifica.

8.9 SEQUENCIAMENTO SANGER

O sequenciamento Sanger foi utilizado como método confirmatério para a
variante possivelmente patogénica no gene SPEN, identificada em P2 pelo

sequenciamento de exoma. Essa metodologia também foi utilizada para avaliar a
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presenca da variante possivelmente patogénica no gene KYNU nos genitores da
paciente P6.

As sequéncias dos primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento dos
genes SPEN e KYNU foram obtidas respectivamente de Légaré et al. (2015) e Zhang
et al. (2011) (tabela 2).

Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizados para sequenciamento

Gene Segmento Primer Forward Primer Reverse
SPEN Exon 11 CACAGCATCACCCAGACTGT | AGTTGGTTACTGGGGGTAACTGT
KYNU Exon 6 CCCGAGTTTGCTGTTTCATT GATTGCTTGGAAAAGCCTAGTG

Tabela 2: Sequéncia dos primers forward e reverse utilizados para amplificacdo do éxon 11 do gene

SPEN foi obtida de Légaré et al., 2015. Sequéncia dos primers forward e reverse utilizados para

amplificagdo do éxon 6 do gene KYNU foi obtida de Zhang et al., 2015.

Para amplificacdo da regido de interesse utilizando o primer KYNU e SPEN, cada
reacao conteve volume final de 15ul, conforme descrito na tabela 3. As condi¢bes da
PCR estdao demonstradas nas tabelas 4 e 5. A eficiéncia da amplificacédo foi avaliada

em gel de agarose 1,5%.

Tabela 3 - Reagentes utilizados para amplificacdo por PCR

Reagentes Volume pl (Primer Volume pl (Primer
KYNU) SPEN)
Primer Forward (10uM) 0,6 0,6
Primer Reverse (10uM) 0,6 0,6
MgCI2 (50mM) 1,5 0,45
dNTPs (2mM) 1,0 1,5
Buffer 10x 1,5 1,5
DMSO (Dimetilsulfoxido) 1,5 1,5
Taq Platinum (Invitrogen-5 U/uL) | 0,2 0,2
Agua MilliQ 7,7 7,65
DNA (50-300ng/pl) 0,4 1,0




Tabela 4 - Condi¢cbes da PCR utilizando o primer KYNU
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Temperatura Duracéo Ciclo
95°C 1 minutos 1
95°C
56°C 45 segundos 35
72°C
72°C 10 minutos 1
10°C o0 -

Tabela 5 - Condigbes da PCR utilizando o primer SPEN

Temperatura Duracao Ciclo
95°C 1 minutos 1
95°C
52°C 45 segundos 35
72°C
72°C 10 minutos 1
10°C S -

As amostras amplificadas por PCR foram purificadas utilizando o kit comercial

MinElute PCR Purification Kit (Qiagen), conforme orientacdes do fabricante. Apos a

purificacdo, as amostras foram enviadas para BPI Biotecnologia Pesquisa e Inovagao

para 0 sequenciamento Sanger. O sequenciamento automatico por eletroforese

capilar foi realizado no equipamento ABI3730xl

Genetic Analyzer

(Applied

Biosystems) e a andlise dos eletroferogramas foi realizada utilizando o programa

Chromas.
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8.10 MODELAGEM MOLECULAR

O estudo de modelagem molecular foi realizado nas variantes do tipo missense
identificadas pelo sequenciamento de exoma nos genes RET e AR. N&o foi possivel
realizar o estudo de modelagem molecular das variantes missense nos genes
MAMLD1 e GLI3, pois ndo h& estruturas dessas proteinas disponiveis no banco de
dados.

Diversas estruturas cristalograficas foram obtidas do Protein Data Bank para
analise estrutural em cada caso. Para o dominio tirosina quinase do receptor RET, a
estrutura 2IVT, com resolugao de 2,60 angstrons, foi selecionada por apresentar o
RET humano wild type em complexo com AMP (adenosina monofosfato), um analogo
do ligante ATP (adenosina trifosfato). Para o dominio de ligacdo ao ligante do AR, a
estrutura 1T7R, com resolucéo de 1,4 angstrons, foi escolhida devido a sua excelente
densidade eletronica e resolucao. Os programas Coot e Pymol foram utilizados para
analisar as estruturas e densidades eletrénicas, introduzir mutagcdes e gerar as figuras.
No caso do AR, o programa Alphafold v2.2.3 foi utilizado para modelar a estrutura com

a mutacao.

9 RESULTADOS

O trabalho aqui apresentado foi realizado como continuacdo do trabalho de
mestrado intitulado “Avaliacdo genética em mulheres diagnosticadas clinicamente
com Sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser”. Neste estudo anterior, 14
pacientes com fenétipo clinico de MRKH foram avaliadas pelas técnicas de cariotipo,
CMA e PCR para deteccdo do gene SRY. Ao longo desse estudo prévio, foram
conduzidas avaliagbes por equipe multiprofissional formada por médico geneticista,
ginecologista, radiologista e endocrinologista (CUNHA, 2018).

As avaliagdes, em conjunto com os testes realizados, permitiram confirmar o
diagnodstico de MRKH em 10 pacientes e classifica-las em tipo I, Il e associagéo de
MURCS. Neste grupo de mulheres com MRKH, os cariétipos foram normais para o

sexo feminino e a deteccdo de SRY foi negativa. Em apenas duas pacientes foram
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identificadas alteracbes por meio do CMA: em P6 foi observada uma dele¢éo
intersticial de 1,1Mb no braco longo do cromossomo 6, afetando a banda ql14.3
(arr[hg19] 6914.3(86,635,033-87,762,722)x1) e em P8 foi identificada uma duplicacéo
intersticial de 1,4Mb no braco longo do cromossomo 7 (arr[hg19]7q11.23(72,732,834-
74,136,633)x3) (CUNHA, 2018).

As outras quatro pacientes, também tiveram CMA sem altera¢des. Contudo,
foram reclassificadas: P11, que possui cariétipo normal para o sexo feminino e SRY
negativo, apresenta outra categoria de malformacéo miilleriana diferente da MRKH,;
P12, que possui cariétipo 46,XY normal e SRY positivo, foi classificada dentro do
grupo de disturbio de diferenciacdo sexual 46,XY; P4 e P10 ambas com cariétipo
normal para o sexo feminino e negativas para SRY ndo apresentavam 0s critérios
necessarios para o diagnostico de MRKH, mas nao foi possivel estabelecer o
diagnostico (CUNHA., 2018).

Os resultados obtidos no trabalho anterior, ressaltam a importancia do
diagnostico das pacientes com alteracbes mdllerianas, deixando evidente que uma
equipe multidisciplinar é imprescindivel para o correto diagndstico e manejo dessas
mulheres. A deteccao de alteracées no CMA somente em 2 pacientes diagnosticadas
com MRKH, sugere que outros aspectos possam estar associados a patogénese
dessa condicdo. Ainda, ndo se pode desconsiderar que outras alteracdes néo
identificadas pela técnica de CMA estejam relacionadas ao quadro.

A etiologia ainda obscura da MRKH e a identificacdo de quatro mulheres sem
diagndstico clinico conclusivo, nos motivaram a continuar o estudo com a incluséo de
novas metodologias na avaliacdo dos quadros clinicos e inclusdo de quatro novas
pacientes que passaram pelo fluxograma de analise apresentado anteriormente
(Figura 9).
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9.1 DESCRICAO DAS NOVAS PACIENTES INCLUIDAS NESTE
TRABALHO

Paciente 15

Paciente de 12 anos de idade, atendida no ambulatério de genética do HUB,
filha de pais ndo consanguineos. Relata histéria de amenorreia primaria. Aos 11 anos
de idade apresentou dores abdominais. Paciente relata episddios de dores na bexiga
e 0s exames de imagem evidenciaram hematocolpo. Refere duas cirurgias para
correcdo da malformacao vaginal com complicacbes pOs-operatorias.

No exame ginecoldgico foi observado desenvolvimento normal das
caracteristicas sexuais secundarias, genitdlia externa feminina sem alteracdes e
vagina de aproximadamente de 3 cm com presenca de septo vaginal com pertuito de
3 mm. O USG pélvico evidenciou vagina superior ao septo.

USG renal e de vias urinarias evidenciou sistema coletor duplo bilateral e
criptomenorreia com possivel hematossalpinge. Paciente foi encaminhada para
histeroscopia diagndstica, com confirmacéo de presenca de SVT e correcao cirargica.

RM de pelve revelou utero em anteversoflexdo (AVF) com forma, contorno e
dimensdes normais. Ovario direito (OD) tépico, com forma conservada e sinal habitual.
Ovario esquerdo (OE) com dimensfes aumentadas e formacao cistica.

Ao exame fisico ndo chama atencédo para dismorfias. Paciente relata que aos
10 anos de idade teve um acidente vascular encefalico. A RM de cranio nédo revelou
alteracOes. Eletrocardiograma sem alteracoes.

Na andlise de metafases obtidas da cultura temporéria de linfocitos do sangue
periférico, apresentou cromossomos normais em namero e em estrutura. O cariétipo
determinado foi 46, XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino.

Na investigacdo de perdas e ganhos cromossOmicos submicroscopicos pela

analise cromossdmica por microarray ndo foram detectadas alteragdes.
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Paciente 16

Paciente atendida no ambulatério de genética do HUB pela primeira vez aos 13
anos de idade, filha de pais ndo consanguineos. Ao nascimento foi observada
imperfuragdo anal com correcdo cirdrgica. Possui dificuldade para urinar, utiliza
catéter e apresenta infeccfes urinarias recorrentes.

Paciente relata dores pélvicas ciclicas, auséncia de menarca e telarca aos 11
anos de idade. Ao exame fisico apresenta face alongada, prognatismo mandibular,
térax com areas de hipercromia, microcefalia, assimetria facial, hiperextensibilidade
de grandes articulacdes, discreta alteracdo de orelhas, descontinuidade do trago,
polegar direito lateralizado e com implantacdo mais proximal. No exame ginecoldgico
apresenta genitalia externa feminina hipodesenvolvida, pilificacdo normal, clitoris
rudimentar e plano e auséncia de introito vaginal.

Os exames de imagem apresentados pela paciente possuem resultados
discordantes. O USG pélvico abdominal revelou atero em AVF de tamanho reduzido
com textura homogénea, OD tépico com tamanho reduzido para faixa etaria, OE nao
visualizado. No USG de rins e vias urinarias foi observado rins topicos, de forma,
contorno e dimensdes normais. Auséncia de sinais de hidronefrose ou calculos. Foi
evidenciado liquido anecdico no interior da vagina e cavidade endometrial.

A RM evidenciou Utero e ovarios, volumosa dilatacdo cistica do canal vaginal
de contorno regular e paredes finas, comprimindo o reto posteriormente e a bexiga
anteriormente, o que pode representar hidrocolpo por himen imperfurado. Os rins
foram identificados em sua localizacdo anatdmica habitual com hidronefrose a direita,
gue pode ser decorrente da lesdo compressiva. Nota-se estrutura tubular a esquerda
contendo liquido em seu interior, sugestiva de hidrossalpinge.

No exame de cintilografia renal estéatica foi identificado rim esquerdo (RE)
tépico, de forma e dimensdes alteradas. Rim direito (RD) topico, de forma alterada,
dimensdo menor que o contralateral e funcdo tubular reduzida. Na cintilografia renal
dinamica, foi observado RE sem alteracdes e RD de forma alterada e com dimenséao
menor que o RE. Paciente relata que raio X de coluna total ndo identificou alteracdes.
Ecocardiograma sem alteracdes.

Aos 16 anos de idade paciente foi internada para procedimento cirdrgico. Foi

identificado Ostio uretral junto a parede vaginal (persisténcia do seio urogenital).
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Durante a cirurgia foi realizada a separacdo da vagina e da uretra e confec¢ao de
neouretra e vaginoplastia.

Em USG pélvico mais recente, realizado aos 19 anos de idade, foi relatada
anatomia do utero de dificil caracterizacdo com alteracdes sugestivas de duplicacao
e OD com volume aumentado, sugerindo tumor, endometrioma ou cisto hemorragico.
A RM realizada mais recentemente revelou Gtero em AVF com volume aproximado de
83,3cm3, notando-se um corpo principal a esquerda e pequeno corno rudimentar
direito, comunicando-se ao colo uterino. Também foram observados ovarios topicos,
sendo descartada a hipétese de formacédo tumoral.

Na analise de metafases obtidas da cultura temporaria de linfécitos do sangue
periférico, apresentou cromossomos normais em namero e em estrutura. O cariétipo
determinado foi 46, XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino.

Na investigacdo de perdas e ganhos cromossdémicos submicroscépicos pela

analise cromossomica por microarray nao foram detectadas alteracdes.

Paciente 17

Paciente de 36 anos de idade, atendida no ambulatorio de genética do HUB, filha
de pais ndo consanguineos. Ao exame fisico ndo apresenta dismorfias.

Relata amenorreia priméria. No exame ginecoldgico foi observado auséncia de
colo uterino e vagina em fundo cego. Aos 13 anos de idade teve inicio um quadro de
dores abdominais ciclicas, que ocorriam mensalmente. Aos 32 anos foi encaminhada
para investigacao por aumento de volume abdominal e perda de peso ponderal.

O USG realizado revelou malformagdo miulleriana. Realizou laparotomia
exploratéria onde foi observado ascite volumosa, peritdnio parietal espessado, Utero
hipoplasico, tubas uterinas tortuosas e dilatadas, ovarios rudimentares, auséncia de
omento maior e menor, encurtamento de intestino grosso e delgado. Foi realizada
pan-histerectomia. Possui rins com contorno, dimensdes e densidades normais. Raios
X de coluna cervical, toracica e lombo-sacra nao identificaram alteracdes.

Na andlise de metéfases obtidas da cultura temporaria de linfécitos do sangue
periférico, apresentou cromossomos normais em namero e em estrutura. O cariétipo

determinado foi 46, XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino.
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Na investigacdo de perdas e ganhos cromossdémicos submicroscépicos pela

analise cromossomica por microarray nao foram detectadas alteracdes.

P18

Paciente de 25 anos de idade, atendida no ambulatério de genética do HUB, filha
de pais ndo consanguineos. Relata amenorreia primaria, sem queixa de dispareunia
e dores abdominais ciclicas. Realizou diversos USG, porém com resultados
inconsistentes. Tomografia computadorizada de abdémen total demonstrou agenesia
uterina, ovarios nao visualizados e rins ectopicos localizados na pelve com aspecto
em ferradura.

Na andlise de metafases obtidas da cultura temporéria de linfécitos do sangue
periférico, apresentou cromossomos normais em namero e em estrutura. O cariétipo
determinado foi 46, XX, caracteristico de pessoa do sexo feminino.

Na investigacdo de perdas e ganhos cromossdémicos submicroscépicos pela

andlise cromossémica por microarray ndo foram detectadas alteracdes.

9.2 SINTESE DOS RESULTADOS

Com a avaliacdo de 18 pacientes, foi possivel confirmar o diagnostico clinico
de MRKH em 12 delas (P1-P3, P5-P9, P13, P14, P17 e P18). Em uma das pacientes
avaliadas (P15) foi identificada a presenca de SVT. A analise do exoma permitiu a
conclusdo do diagnéstico de duas participantes (P10 e P12), que ainda nao tinham
seu diagnostico estabelecido, como portadoras de Sindrome de CHARGE e AIS,
respectivamente. P4 e P16 permaneceram sem diagndstico definido e P11 apresenta
outra categoria de malformacéo mulleriana diferente da MRKH. Os resultados obtidos
pelas técnicas realizadas e as caracteristicas das pacientes participantes deste

trabalho estdo descritas na tabela 6 e 7.
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Tabela 6 - Resumo das caracteristicas clinicas e resultados do cariétipo, PCR e CMA das participantes do estudo (continua)

%)
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o 8 5 %) ,"C')J a Q > 0. 2
E 5 pr Y o o oI = 12 o0 &
Z 8 <2 T = < 5 n g I 3
woow ZZz ¢ < = x o O Z z
o Qo S5 5 > w o O = O
53 < © ags) S . 27 <
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P1 25 NA Ausente Tgma_nho Prolapso da valva_ mitral/insuficiéncia 46,XX N Sem alteragdes _ MRKH
inferior mitral Il
Sem Lo . o MRKH
P2 28 14 Ausente alteracdes Diminuicdo dos espacos vertebrais 46,XX N Sem alteragdes - I
P3 22 15 Ausente fegsel CIA, CIV e PCA 46XX N Sem alteragdes o LR
micropolicistico Il
Microcalculo no grupamento caliciar
inferior do RD. Hipoplasia de disco
P4 22 2 Rudimentar sem intervertebral de L5-S1. Registro de duas— p5 5 Sem alteracdes - SDD
alteracoes extrassistoles supraventriculares
isoladas. Rebaixamento na fungéo
coclear bilateral
P5 41 D::g:ﬁfjo Ausente Atréficos Escoliose 46,XX N Sem alteracfes MFflK 0
RD ausente; RE pélvico com aneurisma
Posicdo mais no ramo arterial distal e caliectasia. Delegéo 6q14.3
" cranial. Vétebra de transicdo lombossacra com arr[hg19] 11
P6 38 85 Ausente Formagoes megapdfise transversa esquerda 46,xXX N 6014.3(86,635,033- Mb MURCS
cisticas neoarticulada ao sacro. Perda auditiva 87,762,722)x1
em altas frequéncias
Sem ~
P7 41 4,6 Ausente alteracdes - 46,XX N Sem alteragdes - MRKH |
Duplicagédo 7q11.23
Presenca de Sem . . arr[hg19] 14 MRKH
P8 29 33 corno uterino alteracdes Escoliose/Osteofitose 46,XX N 7011.23(72,732,834- Mb Il
74,136,633)x3
P9 29 6,1** Rudimentar S CEEClRRNELRD th ey 46,XX N Sem alteracdes - MRKH

alteracdes

intervertebral T11-T12
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Tabela 6 — Resumo das caracteristicas clinicas e resultados do cari6tipo, PCR e CMA das participantes do estudo (conclusédo)
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RE ausente. Costelas cervicais
P10 12 NA Ausente Ausente rudimentares e malformacao de 46, XX N Sem alteracoes CHARGE
coluna

P11 32 3,9 Septado em retroverséo Sem alteracdes - 46, XX N Sem alteracdes - MU
P12 29 9,5 Ausente OD com cisto - 46, XY P Sem alteracdes - AlS

Somente 26. XX
P13 33 terco Ausente OE ausente - PO N Sem alteracfes - MRKH 1

A 22pstk+

inferior
P14 29 1 Ausente Sem alteracOes Escoliose 46, XX N Sem alterac6es - MRKH I
P15 12 3 Em AVF, normal OE com cisto Hematocolpo; SVT 46, XX N Sem alteracfes - SVT

Auséncia Em AVF, com corpo A .
At ! Anus imperfurado; RD de forma
de principal a esquerda e OD com volume ; ~ ~
P16 13 [ pegueno corno rudimentar [ ——— alterada, dlnjensao menor que o RE 46, XX N Sem alteracfes - SDD
X o e fungéo tubular reduzida

vaginal direito
P17 36 NA Rudimentar Rudimentares Alteragdes intestinais 46, XX N Sem alteracfes - MRKH 1
P18 25 N Ausente . N‘."‘° Rins pélvicos (em ferradura) 46, XX N Sem alteracfes - MRKH I

visualizados

Tabela 6: Resultados provenientes das técnicas de cariétipo, PCR e CMA e resumo das caracteristicas clinicas obtidas por meio

das avaliactes

complementares. Ovério direito (OD); ovario esquerdo (OE); comunicac¢ao interatrial (CIA), comunicacdo interventricular (CIV), persisténcia do canal arterial

(PCA); rim direito (RD); rim esquerdo (RE); sem diagnostico definido (SDD); anomalia miilleriana (MU); Sindrome da Insensibili dade Androgénica (AIS); Septo

Vaginal Transverso (SVT); realizagdo de cirurgia para construgéo de neovagina (*); dilatagdo natural (**); positivo (P); negativo (N); ndo avaliado (NA); Utero

em anteversoflexao (AVF).



Tabela 7 - Variantes identificadas por sequenciamento de exoma.
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PAC. GENE EXON  POSICAO VARIACAO CONSEQ. EFEITO NUMERO DE CLASSIFICACAO ACMG  CADD/REVEL
COPIAS
P1 WT1 5UTR chrl1:32452091 c.-8 -7delGC Heterozigose B (BA1, BS2, BP6, BP7)
P2 SPEN 11 chrl-16262492 €.9758 9759delCT  p.Pro3253fs Frameshift Heterozigose PP (PVS1, PM2)
P3 - - - - - - - -
P4 ESR1 JUTR chr6:152420158  c¢.*57T>C Heterozigose VUS (PM2, BP7)
P5 WT1 5UTR chrl1:32452091 c.-8 -7delGC Heterozigose B (BA1, BS2, BP6, BP7)
P6 KYNU 6 chr2:143713777  c.447dupT p.Lys150fs Frameshift Heterozigose PP (PVS1, PM2)
RET 12 chr10:43612083  ¢.2188C>G p.Leu730Val Missense Heterozigose VUS (PM2, PP3) 23.3/0.77
Del6g14.3 chr6:87.725.043 Heterozigose VUS 0,00
-87.726.161
P7 WT1 5UTR chr11:32452091  c.-8_-7delGC Heterozigose B (BA1, BS2, BP6, BP7)
WNT4 5UTR chrl1:22469459 c.-45delC Heterozigose VUS (PM2, BP7)
P8 Dup7ql1.23 chr7:72717385- Heterozigose P +1,00
74133271
P9 WT1 5UTR chrl1:32452091 c.-8 -7delGC Heterozigose B (BAl, BS2, BP6, BP7)
P10 CHD7 Intron chr8:61763045 €.5405-7G>A Splice region  Heterozigose P (PM2, PP3, PP5)
P11 MAMLD1 55 chrX:149638884  c.964C>T p.His322Tyr Missense Heterozigose VUS (PM2) 18.04/0.23
GLI3 15 chr7-42005936 C.2735G>A p-Ser912Asn Missense Heterozigose LB (PM2, BP4, BP6) 19.62/0.13
P12 AR 4 chrX:66931469 c.2111G>A p.Ser704Asn Missense Hemizigose PP (PM1, PM2, PM5, PP2, 26.4/0.83
P13 - - - - - - - P =
P14 - - - - - - - -
P15 - - - - - - - -
P16 - - - - - - - -
P17 HOXA1 1 chr7:27135139 €.393C>A p.Tyrl31* Stop gain Heterozigose PP (PVS1, PM2)
P18 - - - - - - - -

Tabela 7: Resumo das variantes candidatas identificadas pela técnica de sequenciamento de exoma. Paciente (PAC.), consequéncia (CONSEQ.), variante

benigna (B), variante possivelmente benigna (LB), variante de significado incerto (VUS), variante patogénica (P), variante possivelmente patogénica (PP).

Nenhuma variante relevante identificada (-).
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10 DISCUSSAO

No presente trabalho, foram encontradas alteracdes em 66,66% (12/18) das
mulheres participantes. As variantes identificadas por sequenciamento de exoma
foram: uma variante benigna, no gene WT1; uma variante possivelmente benigna, em
GLI3; quatro VUS nos genes ESR1, RET, WNT4 e MAMLD1; quatro variantes
possivelmente patogénicas, nos genes em SPEN, KYNU, AR e HOXA1; uma variante
patogénica em CHD7 e duas variantes estruturais localizadas nos cromossomos 7
(Dup7qg11.23) e 6 (Del6q14.3).

10.1 VARIANTES IDENTIFICADAS EM PACIENTES MRKH

10.1.1 WT1:c.-8_-7delGC (NM_001198551.1)

O seguenciamento de exoma revelou uma variante em WT1 (11pl3), gene
constituido de 10 éxons e responsavel pela codificacdo de diferentes isoformas de
fatores de transcricdo (GUNES; MAHMUTOGLU; AGARWAL, 2016). Além de atuar
como um importante supressor tumoral, esse gene possui papel essencial durante o
desenvolvimento embrionario e esta associado ao desenvolvimento normal de rins e
gbnadas (MIYAMOTO et al., 2008).

WT1 é um fator de transcricdo do tipo zinc finger que pode atuar tanto como
ativador quanto como repressor transcricional, sendo considerado um regulador
essencial para o desenvolvimento urogenital. O gene WT1 é expresso na gbnada
indiferenciada e atua juntamente com SF1 no inicio do desenvolvimento urogenital.
Mutagbes nesse gene podem dar origem a diferentes condicbes com um amplo
espectro de malformacbes genitais, variando de genitdlia externa ambigua a
disgenesia gonadal (OHNESORG; VILAIN; SINCLAIR, 2014; TORRES-CANO et al.,
2022).

Dessa maneira, mutacbes em WT1l sdo responsaveis por doencas que

possuem acometimento urogenital, tais como: Sindrome de Denys-Drash,
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caracterizada por tumor de Wilm’s, sindrome nefrética e genitalia ambigua; e
Sindrome de Frasier, que possui comprometimento renal e sexo reverso 46,XY
(MIYAMOTO et al., 2008).

A variante, c.-8_-7delGC, identificada em heterozigose na regido 5 nao
traduzida (5’ UTR), preenche quatro critérios benignos (BA1, BS2, BP6 e BP7), sendo
classificada de acordo com os critérios ACMG como benigna (Figura 15).

Figura 15. Visualizacéo da variante identificada no gene WT1 no Integrative Genomics Viewer (IGV).

Essa variante foi observada em quatro das 12 pacientes nao relacionadas
diagnosticadas com MRKH (P1, P5, P7 e P9). Além disso, a variante c.-8 -7delGC
apresenta uma frequéncia de 0.003960 no banco de dados gnomAD e de 0.0149 na
populacéo brasileira, de acordo com o banco de dados AbraOM. Os bancos de dados
de frequéncia populacional agregam informacdes de ambos os sexos. Considerando
que a MRKH € uma doencga que acomete somente mulheres, a inclusdo de dados de
individuos do sexo masculino, que ndo sdo acometidos por essa condi¢do, pode

elevar a frequéncia populacional estabelecida.
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Sabe-se que a regidao 5’UTR esta envolvida em processos de regulacdo da
expressao génica, possuindo diversos sitios de ligacdo de proteinas que promovem
ou reprimem a traducdo. Alteracdes envolvendo essa regido podem estar associadas
ao desenvolvimento de doencas (CHATTERJEE; PAL, 2009). Dessa maneira, uma
variante na regido 5’UTR pode promover uma possivel alteracdo de regulacdo
gerando modificac@o a nivel de expressao.

Um numero crescente de estudos envolvendo analises de padrao de metilagdo
vem sendo reportados na literatura, ja que esse fenbmeno epigenético também é
capaz de influenciar na expressao génica, porém sem alterar a sequéncia de bases
do DNA. Grande parte das ilhas CpGs estdo presentes em regides regulatorias de
genes, como as regides promotoras. A metilacdo de sitios CpGs nessas regides pode
acarretar a inativacao de determinado gene (LI, 2021).

Considerando que o estabelecimento da via de diferenciacdo feminina ou
masculina depende da ativacéo e/ou repressao de diversos genes, 0s mecanismos
epigenéticos se tornam importantes no processo de regulacdo da expressao génica.
(PIFERRER, 2013). Por ser essencial na diferenciagdo sexual, WT1 assim como
outros genes que participam desse processo, ja foram sugeridos como genes
candidatos para MRKH (MORCEL; CAMBORIEUX; GUERRIER, 2007). Essa hipotese
é reforcada pelo resultado de estudos em animais demonstrando que camundongos
Wtl1-null ndo tiveram o desenvolvimento de rins, gbnadas e adrenais (MIYAMOTO et
al., 2008).

E importante ressaltar que a formacéo de ovarios e testiculos séo essenciais
para o correto desenvolvimento de caracteristicas futuras, que sdo derivadas de
fatores secretados pelas gbnadas. Dessa maneira, um relevante estagio do processo
de desenvolvimento, apés a formacéo das gbnadas, é a diferenciacdo dos ductos de
Mller e ductos de Wolff (KLATTIG et al., 2007). Conforme abordado anteriormente,
0s ductos mdullerianos sao essenciais para formacédo de estruturas do sistema
reprodutor feminino, como Utero e porgcdo superior do canal vaginal, que estédo
comprometidas em mulheres com MRKH (LEDIG; WIEACKER, 2018).

Em estudo conduzido por Rall et al (2011) foi observado que WT1 e GATA4
estavam hipometilados nas pacientes com MRKH, o que pode levar a ativacdo de
AMH e regressao dos ductos de Miiller. Tendo em vista as informagdes acima citadas,

a utilizacdo de metodologias para avaliar o padrdo de metilacdo dos genes WT1 e/ou
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GATA4 pode contribuir com o conhecimento acerca da etiologia genética da MRKH
(SHY, 2016).

Portanto, a identificacdo da variante no gene WT1 em quatro pacientes nao
relacionadas e diagnosticadas com MRKH, pode sugerir uma associacao entre essa
alteracdo genética e a manifestacdo clinica observada nessas mulheres. Contudo,
para auxiliar na compreenséo do impacto dessa variante na expresséao do gene WT1
sao necessarios estudos adicionais, como estudos funcionais, ensaios de metilacdo e
expressao génica. Essas abordagens podem fornecer informacgdes sobre arelevancia

desse achado dentro do contexto da MRKH.

10.1.2 SPEN:c.9758_9759delCT (NM_015001.3)

Em associacdo ao quadro clinico de P2, o sequenciamento de exoma revelou
uma variante em heterozigose no gene SPEN que leva a delecdo de duas bases,
alterando o quadro de leitura. A variante ¢.9758 9759delCT, do tipo frameshift,
preenche dois critérios de patogenicidade (PVS1 e PM2), sendo classificada segundo
os critérios ACMG como possivelmente patogénica (Figura 16). A presenca dessa
variante em heterozigose foi confirmada na paciente por sequenciamento Sanger
(Figura 17).
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SPEN

Figura 16. Visualiza¢ao da variante identificada no gene SPEN no Integrative Genomics Viewer (IGV).
Apesar dos erros de alinhamento, foi observado em aproximadamente 50% dos alinhamentos corretos,
a presenca da variante ¢.9758_9759delCT.
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Figural7. Sequenciamento Sanger do gene SPEN. Variante ¢.9758_9759delCT em heterozigose (seta
vermelha) confirmada por sequenciamento Sanger.

O gene SPEN, mapeado no cromossomo 1 (1p36.21-p36.13), é responsavel
pela codificacdo de uma proteina que, em sua regido N-terminal, possui quatro

motivos de reconhecimento ao RNA (RRMs) e, em sua extremidade C-terminal, possui



66

um dominio SPOC altamente conservado (ROBERT-FINESTRA et al., 2021). Esse
gene possui funcéo indispensavel durante o desenvolvimento embrionario, regulando
diferentes vias de sinalizagdo celular, além de atuar como repressor transcricional
(LEGARE et al., 2015).

O gene SPEN é encontrado deletado em um grupo de pacientes com delecéo
proximal 1p36. A delecdo 1p36 é uma condigdo, com heterogeneidade clinica e
molecular, caracterizada pelo atraso no desenvolvimento/deficiéncia intelectual,
alteracbes comportamentais, anomalias renais, baixa estatura, entre outros aspectos.
A delecdo 1p36 possui duas regibes consideradas criticas, uma proximal e outra
distal, sendo que essas regides estao associadas a dismorfias faciais distintas (RADIO
et al., 2021). Como sugerido por Jordan; Zaveri; Scott, (2015), a haploinsuficiéncia de
SPEN pode contribuir para o fenétipo da sindrome de delecéo 1p36.

Adicionalmente, variantes em SPEN tém sido observadas em individuos com
deficiéncia intelectual e transtorno do espectro autista. Em estudo conduzido por
Wang e colaboradores (2020), todos os pacientes avaliados que possuiam
comprometimento neurocomportamental apresentavam variantes deletérias em
SPEN. Além disso, em estudo utilizando camundongo nocaute foi observado retardo
de crescimento e hipoplasia cerebral, sugerindo que o gene SPEN participa da
regulacéo da sobrevivéncia das células neuronais (YABE et al., 2007).

Variantes pontuais no gene SPEN foram associadas a uma forma sindrémica
de desordem do neurodesenvolvimento, caracterizada por deficiéncia intelectual,
anomalias congénitas multiplas, dismorfias faciais, hipotonia e alteracbes de
comportamento. Nesses individuos s&o identificadas caracteristicas que se
sobrep6em com fenétipo clinico associado a delecédo proximal 1p36. Em adi¢do, neste
mesmo estudo, foi observado que a haploinsuficiéncia de SPEN néo altera o perfil de
metilacdo do genoma. Entretanto, foi identificada uma assinatura epigenética distinta
no cromossomo X de mulheres afetadas, sugerindo uma contribuicdo para a
regulagcéo epigenética desse cromossomo (RADIO et al., 2021).

O gene SPEN também participa do remodelamento da cromatina e inativacao
do cromossomo X. Ele atua no silenciamento génico ligado ao X por meio da interacéo
entre o dominio RRM e a sequéncia repetitiva A do XIST (X Inactive Specific
Transcript), e pela interacdo entre o dominio SPOC e correpressores (ROBERT-
FINESTRA etal., 2021). Dessa maneira, o gene SPEN esta envolvido no processo de

compensacao de dose entre XX e XY.
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A paciente P2 possui anomalias do sistema reprodutor feminino que incluem
agenesia uterovaginal. A correlacéo entre alterac6es mdllerianas e variantes no gene
SPEN néo foram previamente descritas. No entanto, foi observado nessa paciente
caracteristicas faciais descritas em individuos com variantes truncadas no gene
SPEN, como testa ampla, sobrancelhas arqueadas e alongadas, labio superior fino,
além de deficiéncia intelectual leve, aspecto também descrito nesse grupo de
pacientes.

A variante ¢.9758 9759delCT néo foi identificada em bancos de dados como
gnomAD e ClinVar, contudo, a perda de funcdo nesse gene € um mecanismo
conhecido de doenca. Nao h& evidéncias suficientes na literatura que permitam
confirmar que essa variante € a causa da malformacéo uterovaginal de P2, entretanto,
essa alteracdo explica o quadro de deficiéncia intelectual e dismorfias observado na

paciente.

10.1.3KYNU:c.447dupT (NM_003937.3)

O sequenciamento de exoma revelou, em uma Unica paciente participante do
estudo (P6), uma variante em KYNU. Esse gene é composto por 14 éxons e esta
mapeado no bracgo longo do cromossomo 2 (2g22.2). A variante c¢.447dupT, do tipo
frameshift, foi identificada em heterozigose. Essa alteracdo esta mapeada no éxon 6
do gene e preenche dois critérios de patogenicidade (PVS1 e PMZ2), sendo
classificada pelos critérios ACMG como possivelmente patogénica (Figura 18). Foi
avaliada a presenca dessa variante nos genitores de P6 por sequenciamento Sanger,
sendo confirmada a origem paterna (Figura 19).
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Figura 18. Visualizacdo da variante identificada no gene KYNU no Integrative Genomics Viewer (IGV).

Figura 19. Sequenciamento Sanger do gene KYNU. Variante ¢.447dupT ausente na amostra materna
(A) e presente em heterozigose (seta vermelha) na paciente P6 (C) e em seu genitor (B).
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O gene KYNU é expresso em diversos tecidos como figado, bexiga e apéndice
e esta envolvido em diferentes tipos de céancer, em doencas inflamatorias e
cardiovasculares. Esse gene é responsavel pela codificacdo da quinureninase, uma
enzima que atua na via da quinurenina, principal rota do metabolismo do triptofano,
contribuindo com a biossintese de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) (AL-
MANSOORB et al., 2021).

O NAD+ é importante em diversos mecanismos celulares, incluindo interacées
proteina-proteina, processos epigenéticos, funcdo mitocondrial, reparo do DNA,
divisdo celular, resposta imune e inflamacdo (SCHULE et al., 2021). A insuficiéncia na
sintese de NAD+ durante o desenvolvimento embrionario pode resultar em
malformacdes congénitas, que atingem frequentemente o coragao, rins e membros, e
estdo associadas a variantes nos genes HAAO, KYNU e NADSYN1 (SZOT et al.,
2021).

Variantes patogénicas em homozigose ou heterozigose composta nos genes
KYNU e HAAO foram descritas por Shi e colaboradores (2017), estando associadas
a Sindrome VCRL (do inglés, Vertebral, Cardiac, Renal and Limb Defect Syndrome).
Essa condicdo possui heranca autossémica recessiva e tem como malformacdes
frequentes as anomalias vertebrais, defeitos cardiacos congénitos, alteracdes renais
e de membros. Todavia, os individuos afetados também podem apresentar
malformacdes adicionais que incluem microcefalia, baixa estatura, implantacdo baixa
das orelhas, perda auditiva e atraso do desenvolvimento.

Variantes em KYNU que resultam em perda de fungdo, provocam o acumulo
dos metabolitos localizados proximo ao bloqueio enzimatico, resultando em niveis
elevados de acido xanturénico. Esse cenario também promove reducdo dos
metabdlitos downstream, incluindo a diminuicdo dos niveis de NAD+. Sendo assim,
bloqueios menos severos na degradacdo do triptofano resultam apenas em aciduria
xanturémica, enquanto bloqueios mais intensos estdo associados a malformacdes
congénitas (EHMKE et al., 2020). A ampla variedade de processos biolégicos que
NAD+ participa, explica o0 acometimento de multiplos sistemas associados a variantes
com perda de fungdo no gene KYNU (SCHULE et al., 2021).

Na literatura, os relatos de variantes nesse gene sao escassos, contudo,
guando presentes, sdo frequentemente acompanhados de fendétipos cardiacos que
incluem coracdo esquerdo hipoplasico, defeito de septo ventricular e atrial, entre

outros. Também foram documentadas alteracdes renais como hipoplasia e agenesia
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renal unilateral, além de alteracGes esqueléticas como defeitos de segmentacéo
vertebral (EHMKE et al., 2020; SCHULE et al.,, 2021; SHI et al., 2017). Em
contrapartida, o relato de uma variante missense em homozigose, resultando na
substituicdo de aminoéacido, foi reportada anteriormente em dois iIrm&dos sem
malformacdes congénitas (CHRISTENSEN et al., 2007).

P6 possui um quadro de anomalias miullerianas acompanhada de
malformacdes adicionais que incluem: rim pélvico, agenesia renal unilateral, vértebra
de transicdo com megapofise transversa e perda auditiva em altas frequéncias, o que
nos levou a classificar P6 como MURCS. Em adicdo, essa paciente possui
comprometimento no sistema renal e esquelético, que sao sistemas frequentemente
alterados em pacientes com VCRL.

N&o foi identificado na literatura relacéo entre variantes em KYNU e alteragGes
mdillerianas, exceto pela hipétese levantada por Mark (2022), onde sugere a
deficiéncia de NAD+ como um mecanismo para a formacdo de multiplas
malformacdes, entre elas MURCS e VACTERL. Dessa forma, o autor acredita que
essas malformacdes congénitas ndo devem ser consideradas entidades distintas e
sim parte de uma mesma ampla entidade. Entretanto, ndo foram realizados estudos
experimentais.

Variantes patogénicas/possivelmente patogénicas do tipo frameshift j& foram
reportadas no ClinVar. A variante identificada em P6 esta presente em heterozigose,
0 que diverge dos dados observados na literatura para VCRL, onde individuos
afetados sdo homozigotos ou heterozigotos compostos. Dessa maneira, € pouco
provavel que a variante c.447dupT, herdada do pai normal, prejudique a sintese de
NAD+ na paciente avaliada, sendo também pouco provavel sua relacdo com a MRKH.
No entanto, a avaliacdo da atividade enzimética de KYNU, pode auxiliar na
compreensao do impacto da variante c.447dupT no organismo.

10.1.4RET:c.2188C>G (NM_020975.6)

O sequenciamento de exoma revelou uma variante no gene RET na paciente
P6, mesma paciente onde foi identificada a variante KYNU:c.447dupT. A variante

missense, RET:c.2188C>G, identificada em heterozigose, se localiza no éxon 12 do
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gene causando troca de uma citosina por guanina, o que acarreta a substituicdo do
aminoacido leucina por valina. As ferramentas de predi¢do in silico como Mutation
Taster, GenoCanyon e Revel avaliaram a variante presente em P6 como deletéria.
Essa variante preenche dois critérios de patogenicidade (PM2 e PP3), sendo
classificada de acordo com os critérios ACMG como VUS (Figura 20). Os genitores
da paciente P6 ainda ndo foram testados para essa variante.
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Figura 20. Visualizagcéo da variante identificada no gene RET no Integrative Genomics Viewer (IGV).

O gene RET, mapeado no cromossomo 10gl11.2, é composto por 21 éxons.
Esse gene é responsavel pela codificacdo de um receptor transmembrana da familia
tirosina quinase, sendo considerado importante para o correto desenvolvimento dos
rins e trato urinario. Devido a ampla expresséo desse receptor, variantes localizadas
no gene RET estédo relacionadas a uma variedade de doencas como anomalias
congénitas do rim e trato urinario (CAKUT), doenca de Hirschsprung (caracterizada
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por obstrucéo intestinal), e cancer (DOSS et al., 2014; WOOD; ELSE; SAMPSON,
2019).

A proteina RET é um receptor transmembrana composto por um dominio
extracelular de ligacdo (residuos 29-635), que inclui quatro dominios semelhantes a
caderina e uma regido rica em cisteina. Além disso, esse receptor possui um dominio
transmembrana hidrofébico (residuos 636-657) e um dominio intracelular com dois
sitios tirosina quinase (residuos 658-1114) (ARIGHI; BORRELLO; SARIOLA, 2005;
DOSS et al., 2014; KOUVARAKI et al., 2005).

Sabe-se que, em condi¢cdes normais, esse receptor € ativado por ligantes
pertencentes a familia GDNF (Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor), séo eles:
GDNF, neurturina (NRTN), artemina (ARTN), e perfesina (PSPN) (Figura 21). Para
gue seja estabelecida a ligacdo entre os ligantes da familia GDNF (GFL) e o dominio
extracelular de RET, é necessaria a presenga do correceptor GFRa (GDNF-family
receptor-a), promovendo a formacdo do complexo RET-GFL-GFRa e, consequente,
ativacao do receptor (PLAZA-MENACHO, 2018).
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Figura 21. Estrutura do receptor RET e seus ligantes. O receptor RET é constituido por um dominio
extracelular, um dominio transmembrana e um dominio intracelular. Os ligantes da familia GDNF (GFL)
participam da ativag&o do receptor se ligando preferencialmente a um correceptor especifico (GFRa1-
4). Fator neurotréfico derivado da linhagem de células gliais (GDNF), neurtrina (NRTN), artemina
(ARTN), perfisina (PSPN). Fonte: Adaptada de Roskoski; Sadeghi-Nejad, 2018.
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Existem quatro correceptores GFRa, sendo que cada GFL se liga
preferencialmente a um correceptor especifico (KAWAI; TAKAHASHI, 2020). A
ativacdo de RET induz uma cascata de eventos como a dimerizacdo e, em seguida,
autofosforilagdo de residuos especificos de tirosina presentes no dominio intracelular
(Figura 22). O fosfato necessario para as reacdes de fosforilacdo, é proveniente do
ATP. Dessa maneira, a proteina quinase realiza a transferéncia do fosfato para um
residuo especifico de tirosina (BIONDI; NEBREDA, 2003). Esse processo permite o
desencadeamento de diferentes vias de transducédo de sinal (ARIGHI; BORRELLO;
SARIOLA, 2005; KNOWLES et al., 2006; MURAKUMO et al., 2006).

L

v_»

GFRas
@-v -Y-@
@-v Y-@

Figura 22. Mecanismo de ativacao do receptor RET. Os ligantes da familia GDNF (GFL) se ligam ao
correceptor GFRa (GFRa1-4), promovendo a formagéo do complexo RET-GFL-GFRa. A formagéao do
complexo induz a dimerizacdo e a fosforilacdo (P) de residuos de tirosina (Y). Fonte: Adaptado de
Murakumo et al., 2006.

A via de sinalizacdo RET/GDNF possui papel fundamental para o
desenvolvimento renal. Durante o periodo embrionario, o ducto mesonéfrico sofre
evaginacao da sua porcao caudal dando origem ao broto uretérico. Tanto o receptor
RET quanto o correceptor GFRa1 sdo expressos ao longo dos ductos mesonéfricos.
Por outro lado, o GDNF é expresso no mesénquima metanéfrico, que se configura

uma regido especifica do mesoderma intermediario que possui fungcédo importante no
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controle do desenvolvimento do broto uretérico (Figura 23) (COSTANTINI; SHAKYA,
2006).

Posteriormente, o broto uretérico invagina o mesénquima metanéfrico e se
ramifica. Acredita-se que durante o periodo do desenvolvimento embrionario, as
extremidades do broto uretérico sdo formadas por células que expressam RET e que
respondem ao GDNF no mesénquima metanéfrico. Em contrapartida, o tronco do
broto uretérico € composto em sua maioria por células que ndo expressam RET
(TAKAHASHI, 2022). Dessa maneira, a auséncia de RET resulta em falha no
desenvolvimento do broto uretérico, desencadeando fenétipos de agenesia/aplasia
renal (CHATTERJEE et al., 2013; TAKAHASHI, 2022).
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Figura 23. Desenvolvimento do Broto Uretérico (BU). (A) Durante o desenvolvimento renal RET é
expresso ao longo do Ducto Mesonéfrico (representado em esferas azuis) e o GDNF é expresso no
mesénguima metanéfrico. (B) Migracao das células que expressam RET para a formacao do BU. (C)
Crescimentodo BU, indicando a expresséo de RET restritaa extremidade do BU. (D) Células que nao
expressam RET formam o tronco. Fonte: Adaptada de Takahashi, 2022.

Em estudo conduzido por Skinner e colaboradores (2008), 33 fetos natimortos
com agenesia/displasia renal foram avaliados, sendo observada alta ocorréncia de
variantes RET no grupo avaliado. Foram encontradas variantes em 7/19 fetos com
agenesia renal bilateral e em 2/10 fetos com agenesia renal unilateral. Autores
concluem que mutacdes em heterozigose em RET podem ser responsaveis por uma

parcela significativa dos casos em que ocorre desenvolvimento anormal dos rins.
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Além disso, alteracdo em heterozigose no gene RET (p.S811F) que atinge o
éxon 14 foi descrita por Sugimoto e colaboradores (2016) em um paciente com
aganglionose colonica total, agenesia renal unilateral e oligomeganefronia. No ano
seguinte, em outro estudo, foi relatado um individuo com quadro de agenesia renal
unilateral portador de variante em heterozigose composta em RET (WU et al., 2017).

Contudo, a andlise de 105 fetos com alteracdes renais bilaterais, observou
baixa frequéncia de alterac6es em RET (<7%). Sugerindo que variantes nesse gene
podem ndo ser um mecanismo importante diante desses quadros de malformacdes
renais (JEANPIERRE et al., 2011). Em adicdo, avaliacdo de 122 pacientes portadores
de CAKUT, identificou variantes em RET ou GDNF em 6 pacientes néo relacionados
(5%) (CHATTERJEE et al., 2013).

Variantes em heterozigose no gene RET que resultam em perda de funcao sao
frequentemente reportadas em casos de doenca de Hirschsprung. Além disso,
variantes que levam a uma funcéo reduzida ou a perda total de funcéo, estédo
associadas também a malformagdes renais como agenesia renal e displasia
(JEANPIERRE et al., 2011; WOOD; ELSE; SAMPSON, 2019).

Anteriormente, Sakai et al. (1998) descreveram um caso de doenca de
Hirschsprung e Sindrome de Hipoventilagdo Central Congénita, no qual ndo foram
relatadas malformacdes renais. No entanto, foi identificada uma variante missense
(Thr706Ala) em heterozigose que atinge o0 éxon 12, mesmo éxon afetado na paciente
P6 do presente estudo.

A andlise da conformacéo estrutural da proteina RET wild type, ilustrada na
Figura 24A, demonstra a ligacdo do receptor ao AMP. Embora a estrutura
cristalografica de RET-ATP néo esteja disponivel em bancos de dados, Knowles et al.
(2006) determinaram a estrutura do ligante AMP ao receptor RET (PDB:2IVT),
demonstrando que o AMP se liga de maneira similar ao ATP.

Conforme observado na Figura 24B, a substituicdo de leucina por valina na
posicdo 730 promove um choque estérico com o ligante AMP. Dessa maneira, a
variante L730V, identificada na paciente descrita neste trabalho, pode comprometer a
ligacdo do ATP ao seu sitio de ligacdo e influenciar na fosforilacdo e
consequentemente na ativacdo do receptor, ou influenciar a fosforilagdo de outros

fatores celulares pelo receptor.
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Figura 24. Representacdo da proteina RET-AMP. Proteina RET ilustrada em branco e o ligante AMP
em magenta. (A) Proteina RET selvagem com Leu730 em ciano. 'Nao € observado choque entre as
moléculas. (B) Proteina RET com a variante Val730 em amarelo. E observado choque estérico.

Em sintese, P6 possui um quadro de malformac¢Bes que acometem diversos
sistemas, incluindo o sistema renal, com presenca de agenesia renal unilateral e rim
pélvico. E importante destacar que a variante identificada em P6 foi reportada
anteriormente na literatura em estudo de resisténcia adquirida a drogas, devido a
mutacgBes secundarias no dominio tirosina quinase (LIU et al., 2018).

Embora a variante ¢.2188C>G, identificada no presente trabalho, conste no
Clinvar, ela esta ausente no banco de dados de frequéncia populacional, gnomAD.
Diante do exposto, é possivel que a variante observada em P6 seja responsavel pelas
alteracdes renais observadas na paciente. Entretanto, sdo necessarios mais estudos

para determinar o papel dessa variante no organismo.

10.1.5 Del 6q14.3

Além das variantes nos genes KYNU e RET na paciente P6, o sequenciamento

de exoma também revelou a presenca de uma delecdo de 1.1Mb que acomete o
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segmento 6ql14.3. Essa alteracdo foi previamente observada em nosso estudo
anterior por meio da técnica de CMA.

A delecéo 6q14.3 envolve apenas um unico gene (HTR1E), membro da familia
de receptores de serotonina. Esse gene € expresso no cortex frontal, hipocampo e
bulbo olfatério (KLEIN et al., 2011; MCALLISTER et al., 1992). Embora sua funcéo
especifica ndo seja totalmente esclarecida, acredita-se que o gene HTR1E atue em
aspectos relacionados a memoaria e aprendizagem (SHARMA et al., 2023).

O papel desse gene também foi investigado em estudo recente conduzido por
Qin et al.,, (2021). Considerando que o estresse psicologico ja foi associado ao
desenvolvimento de cancer, estes autores utilizaram células de céncer de ovario e
observaram que HTR1E pode ser capaz de prevenir o progresso, promovido pelo
estresse, nesse tipo de cancer.

Utilizando o CMA como ferramenta de investigacéo, identificou-se a presenca
de microdelecdo 6q14.3 no pai normal da paciente P6. Em adicéo, nao foi identificado
na literatura estudos que demonstrem correlagdo entre gene HTR1E e a ocorréncia
de MRKH, sendo também improvavel sua associacdo a patogénese da doenca.

10.1.6 WNT4:c.-45delC (NM_030761.5)

O sequenciamento de exoma revelou uma variante em WNT4 na paciente P7.
Nessa mesma paciente também foi identificada outra variante em WT1 (c.-8 -
7delGC). O gene WNT4 esta localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p36.12) e
é constituido de 5 éxons. A variante c.-45delC, identificada em heterozigose na regidao
5'UTR preenche um critério de patogenicidade (PM2) e um unico critério benigno

(BP7), sendo classificada pelos critérios ACMG como VUS (Figura 25).
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Figura 25. Visualizacdo da variante identificada no gene WNT4 no Integrative Genomics Viewer (IGV).
Observa-se erros de alinhamento, porém aproximadamente 50% dos alinhamentos corretos
apresentam a variante WNT4:c.-45delC.

O gene WNT4 pertence a familia de moléculas sinalizadoras WNT, que é
essencial em diversas vias de sinalizagdo durante o desenvolvimento embrionario.
Sabe-se que WNT4 é expresso na gbnada bipotencial e esta envolvido tanto no
processo de desenvolvimento do sistema reprodutor feminino quanto na represséo da
formacao testicular (CHEN et al., 2011; FONTANA et al., 2017; TRIANTAFYLLIDI et
al., 2022).

Esse gene é responséavel pela codificacdo de uma proteina de sinalizacao
extracelular que participa da regulacédo de diversos processos tais como: interacdes
célula-célula, proliferacdo, diferenciagdo, migracdo e ativagcdo génica, estando
envolvido no desenvolvimento dos rins, adrenal e gbnadas. As proteinas WNT
exercem sua funcdo através de sua ligacdo aos receptores transmembranicos frizzled
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e podem participar da regulacdo de eventos celulares através da via de sinalizacao
canobnica (WNT/B-catenina) e ndo candnica (DRUMMOND, 2007; YU et al., 2009).

Estudos utilizando modelo animal observaram que os camundongos nocautes
(Wnt4-/-) apresentaram comprometimento renal em ambos os sexos. Por outro lado,
foi identificado somente nas fémeas nocautes, auséncia dos ductos mdullerianos,
persisténcia dos ductos de Wolff, aparéncia masculinizada, alteragdo no
desenvolvimento gonadal e na funcao esterodoigénica (LAYMAN, 2014).

Apesar da etiologia da MRKH ainda ser amplamente desconhecida, variantes
em WNT4 foram confirmadas em um nimero pequeno de individuos. Muta¢cdes nesse
gene foram consideradas causais em mulheres com MRKH associada a
hiperandrogenismo, contudo essa condicdo é considerada uma entidade distinta da
MRKH (HERLIN et al., 2019). Em 2004, Biason-Lauber e colaboradores reportaram a
presenca de uma variante do tipo missense no éxon 5 do gene WNT4. Essa variante
foi identificada em uma mulher de 18 anos de idade com agenesia Utero-vaginal e
niveis de testosterona levemente acima da faixa considerada normal. Posteriormente,
relatos semelhantes em outras pacientes com variante em heterozigose em WNT4
também foram descritas (BIASON-LAUBER et al., 2007; PHILIBERT et al., 2008).

Mais recentemente Ragitha e colaboradores (2023) avaliaram o gene WNT4
em 32 pacientes indianas com agenesia miulleriana e/ou disgenesia gonadal. Dentre
as alteracdes encontradas, foi identificado um polimorfismo sinbnimo que atinge o
éxon 5, em uma paciente com agenesia uterina e vagina em fundo cego; também foi
identificado em dois casos, variantes intronicas. Uma delas em uma paciente com
agenesia uterina e vagina em fundo cego e a outra em uma paciente com utero infantil
e auséncia de ovarios. Entretanto, variantes intronicas no gene WNT4 sédo raramente
reportadas em doencas. Dessa maneira, 0s autores néo estabeleceram uma relacao
entre essas variantes e o fendtipo clinico apresentado pelas pacientes. Outras
variantes missense atingindo o éxon 5 do gene WNT4 também foram reportadas,
contudo ainda séo necessarias andlises in vitro para estabelecer seu efeito (MIKHAEL
et al., 2021).

A variante identificada em P7 esta localizada na regido 5’UTR do gene WNTA4,
ndo sendo identificada no Clinvar e com frequéncia de 0.00004689 no gnomAD.
Embora mutac6es nesse gene ja terem sido previamente descritas em mulheres com
MRKH e hiperandrogenismo, ndo foram encontrados na literatura relatos de variantes

localizadas nessa regido. Em adicdo, devido a descontinuidade de P7 aos



80

atendimentos oferecidos no ambulatério de genética, néo foi possivel a avaliacdo dos
niveis hormonais da paciente.

Como abordando anteriormente neste trabalho, a regido 5UTR é importante
nos processos de regulacdo da expresséo génica. Dessa maneira, alteracdes nessa
regidao podem ser capazes de modificar a expresséo do gene. Em adi¢céo, estudos
epigenéticos também podem auxiliar na elucidagdo do impacto das variantes
presentes nessa regido, ja que grande parte das ilhas CpGs estéo localizadas em
regides regulatorias. Além disso, a regido promotora de WNT4 nao apresenta TATA
box e CCAAT box mas, sim, regides ricas em GC e ilhas CpGs. Estes achados
sugerem que mecanismos como metilacdo do DNA e remodelacédo da cromatina
podem ser essenciais para a transcricdo génica de WNT4 (YU et al., 2009).

Dessa maneira, mais estudos sdo necessarios a fim de caracterizar de forma
mais aprofundada o gene WNT4 assim como sua regido promotora em pacientes
MRKH. A utilizacdo de uma abordagem epigenética podera contribuir para a

correlagdo entre a variante neste gene e as alteracdes observadas.

10.1.7 Dup 7q11.23

Na paciente P8, o sequenciamento de exoma revelou a presenca de uma
duplicacdo de 1.4Mb que acomete o segmento 7¢11.23. Essa alteracdo foi
previamente observada em nosso estudo anterior por meio da utilizacdo da técnica de
CMA. A duplicacdo dessa regido esta envolvida na Sindrome de microduplicacao
7911.23, descrita por Somerville e colaboradores (2005). O sequenciamento de
exoma foi realizado para excluir outras possiveis alteracdes que pudessem explicar o
guadro clinico da paciente.

Sabe-se que a delecdo dessa mesma regido € responsavel pela ocorréncia da
Sindrome de Williams-Beuren (SWB). Esta condicdo € caracterizada por um padréo
de heranca autossémico dominante, no qual os individuos afetados apresentam uma
delecdo de aproximadamente 1.55-1.83Mb no cromossomo 7 (7g11.23) abrangendo
25-27 genes (KOZEL et al., 2021). A regido critica da SWB possui repetices com
baixo numero de copias, do inglés Low Copy Repeats (LCRs), que sdo organizadas

em blocos e possuem alta similaridade. A elevada homologia entre essas repeticdes
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pode levar ao desalinhamento durante a meiose, favorecendo o crossing over desigual
e delecdo da regido associada SWB. Dessa maneira, acredita-se que a duplicacao do
segmento cromossOmico 7ql1.23, seja decorrente do mesmo mecanismo
(GHAFFARI et al., 2018).

A Sindrome de microduplicacdo 7g11.23 possui uma incidéncia estimada de
1/7500 a 20000 individuos. Entre as caracteristicas que sédo frequentemente relatadas
podemos citar atraso no desenvolvimento da fala, dificuldades de aprendizado, fungéo
cognitiva variavel (normal a deficiéncia intelectual). AlteracBes renais e cardiacas
também podem ser identificadas nestes pacientes. O fenétipo facial inclui testa ampla,
macrocefalia, filtro curto, labio superior fino, nariz largo com implantacdo alta,
sobrancelhas retas e baixa implantacéo de orelhas (MORRIS et al., 2015; PATIL et
al., 2015).

Defeitos cardiacos congénitos possuem frequéncia relativamente baixa. No
entanto, segundo Parrott e colaboradores (2015) é recomendado a vigilancia cardiaca
em pacientes com microduplicacdo 7g11.23, visto que todos os 9 pacientes avaliados
no estudo apresentavam dilatacao de aorta. Apesar da paciente P8 possuir duplicacéo
de tamanho tipico, é importante ressaltar a auséncia de alteracdes renais e cardiacas,
bem com funcdo cognitiva preservada. Além disso, P8 exibe -caracteristicas
fenotipicas previamente descritas em pacientes com microduplicacdo 7q11.23, como
macrocefalia, nariz largo e anomalias de orelha.

Utilizando o MLPA como ferramenta de investigacao, identificou-se a presenca
da microduplicagédo 7g11.23 na mée da paciente. De fato, essa alteragéo foi reportada
como herdada em estudos prévios (DIXIT et al., 2013). As alteracfes uterovaginais
observadas em P8 ndo estdo presentes em sua genitora, no entanto, ela apresenta
outras caracteristicas fenotipicas semelhantes a probanda.

Além das dismorfias faciais, P8 apresenta corno uterino, canal vaginal curto,
ovarios funcionais, escoliose e osteofitose. Morris e colaboradores (2015)
descreveram dois pacientes com microduplicagdo 7ql11.23 que apresentavam
malformacdes entre elas, alteracdo miulleriana. O primeiro caso € um feto do sexo
feminino, que apresentava, além da duplicacdo 7q uma delecdo Xg28 de 10kb. Foi
identificado neste feto de 40 semanas agenesia renal unilateral, agenesia mlleriana
e presenca de 11 costelas. No segundo caso foi identificado ventriculomegalia,

agenesia renal esquerda e utero didelfo em feto do sexo feminino com 39 semanas
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de gestacdo. Esses casos possuem alteracdes millerianas que se assemelham ao
quadro observado em P8 (MORRIS et al., 2015).

Zarate et al, (2014) descreveram cinco pacientes portadores da
microduplicacdo 7ql11.23 de tamanhos diversos. Um paciente de sexo masculino
apresentava, entre outras caracteristicas, alteragdes geniturinarias incluindo agenesia
renal unilateral e agenesia gonadal esquerda. A mée desse paciente, portadora de
uma duplicacdo de 212 kb, exibia agenesia renal esquerda, agenesia ovariana
esquerda e da tuba uterina esquerda. O paciente herdou a duplicacdo de 212 kb de
sua mae e possui uma segunda duplicacdo de 1.8 Mb. Os autores sugerem a
realizacao de avaliacfes cardiacas e renais em pacientes com microduplicacao.

A paciente P8 possuem alteracdes genitais compativeis com o diagnostico de
MRKH. Além disso, seu fendétipo facial assemelha-se ao observado em pacientes com
a microduplicacdo 7g11.23. Nossos resultados sugerem que a aplasia uterovaginal
pode estar associada ao loci responsavel pela sindrome de microduplicacéo 7q e ser
considerado como regido candidata para MRKH. A aplasia uterovaginal pode ser uma
caracteristica adicional dentro do amplo espectro do fenétipo dup7q e os pacientes
diagnosticados com esta condicdo devem ser avaliados quanto a malformacdes
genitais. No entanto, os genes potencialmente associados a alteragdes mulllerianas

nesta regiao ainda precisam ser determinados.

10.1.8 HOXA1:¢.393C>A (NM_005522.4)

Em uma anica paciente (P17), o sequenciamento de exoma revelou uma
variante em heterozigose no gene HOXAL. A variante ¢.393C>A, stop gain, preenche
dois critérios de patogenicidade (PVS1 e PM2), sendo classificada segundo os
critérios ACMG como possivelmente patogénica. As ferramentas de predicéo in silico
Mutation Taster, GenoCanyon e FitCons classificaram a variante como deletéria
(Figura 26).
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Figura 26. Visualizagéo da variante identificada no gene HOXA1 no Integrative Genomics Viewer (IGV).

Os genes Homeobox (HOX) sdo fatores de transcricdo que desempenham
papel fundamental no estabelecimento do eixo antero-posterior durante o
desenvolvimento. Em humanos, os genes HOX compreendem um total de 39 genes
e sao divididos em quatro grupos (A, B, C e D) localizados em cromossomos distintos,
7pl5, 17921.2, 12913 e 2931, respectivamente (PLACA, 2017).

Durante a gastrulacdo, estagio inicial do desenvolvimento embrionario que
resulta na formacdo dos trés folhetos germinativos (ectoderma, mesoderma e
endoderma), os genes HOX iniciam sua expressédo. A ordem de expressao dos genes,
dentro de cada grupo, possui relagdo com sua posicdo cromossOémica. Assim, 0S
genes HOX com menor numeragao sdo expressos primeiramente, enquanto aqueles
com maior numeragao, posteriormente, seguindo o principio da colinearidade espacial
(Figura 27) (DU; TAYLOR, 2016).
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Figura 27. Organizagéo dos genes HOX. Os 39 genes sdo organizados em quatro cluters (A, B, C e
D). A organizacdo espacial desses genes no cromossomo reflete diretamente a sequénciatemporal de
sua ativacdo, sendo que os genes localizados na extremidade 3' sdo 0s primeiros a serem expressos
em compara¢cao com aqueles situados na posicao 5'. Fonte: Adaptada de Wang et al., 2024.

De fato, os genes HOX foram investigados previamente em pacientes com
MRKH devido a sua influéncia no desenvolvimento do trato urogenital, porém nao
foram identificadas alteracdes nas regides codantes dos genes selecionados por Burel
e colaboradores (2006). Como ilustrado na Figura 28, Hoxa9 a Hoxal3
desempenham papel na diferenciagdo dos ductos de Miller. Hoxa9 € expresso em
regibes que dardo origem as tubas uterinas; Hoxal0 esta envolvido no
desenvolvimento do utero; Hoxall desempenha papel no segmento inferior do utero
e cérvix; e Hoxal3 é expresso no ectocérvix e porcdo superior da vagina (DU;
TAYLOR, 2016). Em adicdo, Hoxall e Hoxal3 sao importantes para o
desenvolvimento renal, enquanto Hoxal0 e Hoxall atuam no desenvolvimento
esquelético. Alteracbes nesses sistemas também podem ser observadas em
pacientes com MRKH (GUERRIER et al., 2006; SULTAN; BIASON-LAUBER;
PHILIBERT, 2009).
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Figura 28. Genes HOX no desenvolvimento das estruturas derivadas dos ductos de Miiller. Fonte:
Adaptado de Du; Taylor, 2016.

Variante no gene HOXA10 foi relatada em paciente com MRKH, porém com
resultados incertos acerca da relacao causal (CHEN et al., 2021). Além disso, o estudo
conduzido por Rall et al. (2011) observou 293 genes diferencialmente expressos.
Entre eles, HOXAS e HOXA9 apresentaram superexpressao e hipometilagdo de seus
sitios CpGs no tecido uterino de mulheres com MRKH em comparacédo com 0 grupo
controle.

Anteriormente na literatura, variante em heterozigose no gene HOXA13 foi
relacionada como responsavel pela sindrome Hand-Foot-Genital (MORTLOCK;
INNIS, 1997). Entre as alteracdes descritas nessa condi¢édo estdo os defeitos de fusdo
dos ductos de Miller, que variam de septo longitudinal vaginal a Gtero e cérvix duplos,
em pacientes do sexo feminino (EKICI et al., 2013).

A variante identificada em P17 atinge o éxon 1 do gene HOXAL, que é
composto por dois éxons, sendo considerado um regulador de processos como
expressao génica, morfogénese e diferenciagdo. HOXAL esta localizado mais a 3’ em
relacdo a familia de genes HOX, tornando-o o primeiro a ser expresso durante o
desenvolvimento (LIU et al.,, 2013). De fato, os genes HOXA1-4 possuem papel
fundamental, em mamiferos, para o desenvolvimento da cabeca, conforme
demonstrado na Figura 27 (WANG et al., 2024). Adicionalmente, HOXAl é
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considerado essencial para o correto desenvolvimento do tronco cerebral, ouvido
interno e coracao (MAKKI; CAPECCHI, 2011).

Vale ressaltar que um grupo de doencas genéticas estdo relacionadas a
variantes em homozigose no gene HOXAl. Como exemplo, podemos citar duas
doencas autossdmicas recessivas: a Sindrome Bosley-Salih-Alorainy, caracterizada
por deficiéncia auditiva, malformacdes cardiacas, hipotonia facial e atraso no
desenvolvimento; e a Sindrome de disgenesia do tronco cerebral Athabascan, que
possui sinais como deficiéncia intelectual, defeitos cardiacos conotruncais e hipotonia
facial (WANG et al., 2024).

A variante ¢.393C>A, identificada na paciente P17, ndo foi encontrada nos
bancos de dados ClinvVar, gnomAD e dbSNP. Além disso, essa alteracéo resulta na
insercdo de um codon de terminacdo prematuro, 0 que pode acarretar na formacao
de proteina truncada. De fato, os genes da familia HOX atuam em diferentes
momentos durante o desenvolvimento embrionario. Entretanto, 0s genes
pertencentes a essa familia que podem influenciar no fenétipo de MRKH s&o aqueles
localizados mais proximos a regido 5, expressando-se em fases mais tardias no
desenvolvimento embrionario.

Portanto, devido a sua participagéo no desenvolvimento do sistema reprodutor
feminino, os genes HOX s&o considerados candidatos para MRKH. Entretanto, com
base nos dados disponiveis na literatura, o gene HOXA1 néo parece ter influéncia no
processo de diferenciacdo dos ductos de Miiller e, portanto, ndo h& evidéncias que
permitam confirmar que a variante c.393C>A seja a causa da malformacao

uterovaginal observada em P17.

10.2 PACIENTES MRKH SEM VARIANTE RELEVANTE IDENTIFICADA

A técnica de sequenciamento de exoma nao identificou variantes relevantes em
gquatro pacientes com MRKH avaliadas neste trabalho (P3, P13, P14 e P18). Da
mesma maneira, também ndo foram identificadas, nestas pacientes, CNVs pelo CMA.

Embora o CMA seja uma técnica de citogenética molecular capaz de identificar
alteracbes submicroscopicas com resolucao superior ao cariétipo convencional, as

microdelecdes e microduplicacfes estdo presentes em aproximadamente 10% das
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pacientes diagnosticadas com MRKH. Em adicdo, existem limitacdes associadas a
essa metodologia como a né&o identificacdo de variagcdes estruturais balanceadas
como translocacgdes, insercoes e inversdoes (BRAKTA et al., 2023).

A aplicacdo do sequenciamento de exoma foi inserida no presente trabalho
como uma ferramenta para a busca de variantes que justifiquem o quadro clinico das
pacientes participantes. Essa metodologia é considerada robusta permitindo a andlise
da porcado codificadora, que representa 1-2% do genoma. Contudo, € importante
ressaltar que assim como em outras metodologias, existem limitacées pertinentes a
essa técnica. Dentre essas limitacdes podemos citar: falta de cobertura para algumas
regides codantes, principalmente regides ricas em GC, limitacdo de deteccdo de
CNVs e de deteccédo de variantes em regides nao codificadoras (WORTMANN et al.,
2022).

Além das limitacGes técnicas, também deve-se considerar que a auséncia de
variantes relevantes nestas pacientes pode sugerir a contribuicdo de outros aspectos
na patogénese da MRKH. De fato, a fisiopatologia dessa doenca ainda é amplamente
desconhecida. Apesar de existirem evidéncias de que componentes genéticos estédo
associados, ndo se pode descartar a possibilidade de que fatores ambientais tenham
contribuicdo na ocorréncia da Sindrome. Esses fatores podem influenciar no periodo
embrionario e dar origem a um uma variedade de fenétipos. Como exemplo disso,
temos o dietilestilbestrol, um estrogénio sintético capaz de aumentar o risco de
malformacdes genitais, e a talidomida, capaz de induzir fenétipos similares a MRKH.
Contudo, os estudos relacionando esses aspectos ainda séo limitados (CHEN et al.,
2022).

Da mesma maneira, ndo se pode descartar a possibilidade de que outros
aspectos, nao avaliados por meio deste trabalho, tenham contribuicdo na ocorréncia
da MRKH. Dentre eles podemos citar os fatores epigenéticos, que podem estar
envolvidos em casos esporadicos de malformagfes uterinas, assim como podem
modificar a severidade do fendtipo induzido por alteragbes genéticas, explicando a
variabilidade fenotipica em pacientes MRKH. Vale ressaltar que o estudo epigenético
€ desafiador devido a provavel restricdo da assinatura epigenética ao tecido
especifico, ou seja, as estruturas derivadas dos ductos de Miller (FONTANA et al.,
2017).

Embora os estudos envolvendo grandes coortes familiares sejam escassos,

eles sdo capazes de auxiliar na identificacdo ndo apenas de variantes patogénicas,
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mas também na analise dos aspectos clinicos associados a MRKH. Além disso, outro
aspecto importante é gue com esses estudos, se torna possivel observar se a variante
identificada segrega juntamente com o fendtipo, o que contribui para a compreensao
do padréo de heranca (WILLIAMS et al., 2017).

Em diversos estudos com mulheres diagnosticadas com MRKH, a correlacéo
gendtipo-fendtipo é inconsistente (BRAKTA et al., 2023). Ao longo dos anos um
namero crescente de doencas que ndo seguem o padrao de heranca Mendeliano vem
sendo identificadas. Sabe-se que variantes existentes em diferentes genes podem
agir em conjunto para a expressdao de um fendétipo. Dessa maneira, um fenétipo
complexo observado em um paciente, ndo poderia ser explicado unicamente pela
presenca de variantes de forma isolada, mas quando identificadas simultaneamente,
atuam de maneira sinérgica, originando o fendtipo apresentado. Sendo assim, é
possivel que MRKH tenha uma heranga poligénica/oligogénica/digénica (BJORSUM-
MEYER et al., 2016; CHU et al., 2022; MUKHERJEE et al., 2021).

A andlise da rede de interacao proteina-proteina (protein-protein interaction —
PPI) pode auxiliar na avaliagdo do potencial patogénico das CNVs identificadas em
pacientes MRKH, como demonstrado por Pontecorvi et al. (2021). Embora,
individualmente, os genes possam ndo ter um significado clinico aparente, sua
avaliacdo conjunta em uma rede de interacdo pode exercer influéncia sobre o fendtipo
manifestado.

Parte da dificuldade identificar a etiologia da MRKH, esta relacionada a sua
grande variabilidade fenotipica. E possivel notar que na literatura existem diversas
abordagens que tém sido empregadas na tentativa de esclarecer esse aspecto
complexo. Uma extensa lista de genes candidatos ja foi reportada, entretanto, sua
funcdo no desenvolvimento dos ductos de Miiller ainda ndo esta bem estabelecida, o
gue, por sua vez, € em grande parte atribuido a escassez de estudos funcionais nesse
campo (THOMSON et al., 2023).

Dentre os outros aspectos que contribuem com o limitado conhecimento a
respeito da etiologia da Sindrome, podemos citar: coortes pequenas, falta de
padronizacdo nos estudos, pouca investigacdo dos membros da familia da paciente
afetada e limitagbes no estudo da progénie, j4 que essas mulheres s6 conseguem
filhos bioldgicos através de fertilizagdo in vitro realizada por Utero de substituicdo ou
por meio de transplante uterino (KYEI-BARFFOUR et al., 2021). Em adicao, pacientes

com MRKH muitas vezes apresentam caracteristicas fenotipicas que se sobrepéem a
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outras doencas existentes. Dessa maneira, a aplasia Utero vaginal pode ser
responsavel pela queixa de amenorreia primaria em pacientes diagnosticados com
outras sindromes (JOLLY et al., 2023; KAPCZUK; KEDZIA, 2021).

Como exemplo disto, podemos citar o trabalho recente conduzido por Roth et
al. (2024), onde foi relatada a presenca concomitante de Sindrome de Rubinstein-
Taybi (SRT) e MRKH. Neste estudo, foi identificada uma variante patogénica em
CREBBP, mapeado no cromossomo 16 (16p13.3). Esse gene é responsavel por cerca
de 50-60% dos casos de SRT, que € uma condicdo caracterizada por baixa estatura,
deficiéncia intelectual, anomalias faciais, entre outros aspectos clinicos. Embora a
SRT esteja associada a alteracfes geniturinarias, ela ndo é classicamente associada
a anomalias millerianas. Devido ao papel regulatério de CREBBP durante o periodo
embrionario, autores sugerem que variantes responsaveis por SRT também poderiam

predispor a um espectro de anomalias mullerianas, incluindo MRKH.

10.3 PACIENTES COM DIAGNOSTICO DIFERENCIAL COM MRKH

10.3.1 Sindrome da Insensibilidade Androgénica

T
=
N

» Variante Causal - AR:c.2111G>A (NM_000044.4)

Na paciente P12, o sequenciamento de exoma revelou a presenca de uma
variante provavelmente patogénica em hemizigose no gene AR.

Apesar de P12 apresentar caracteristicas fenotipicas femininas,
desenvolvimento de mamas e genitalia externa feminina, ela também apresenta raros
pelos pelo corpo e testosterona acima dos niveis esperados para o sexo feminino. Em

adicao, paciente relata que possui diversos casos na familia de mulheres com queixa
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de amenorreia primaria. Apesar de nao ter sido possivel a avaliacdo dessas mulheres,
acredita-se que apresentem fendétipo similar ao observado em P12.

Dentre as pacientes avaliadas em nosso estudo, P12 foi a Unica que
apresentou cariétipo 46, XY e PCR positiva para deteccdo de SRY. Esses resultados,
obtidos no estudo anterior, fizeram com que a hip6tese diagndstica de AIS fosse
levantada.

Variantes no gene AR estdo associadas a essa condicdo clinica, ja que esse
gene desempenha papel importante nos processos de masculinizacao e virilizacdo do
individuo 46, XY. Dessa maneira, uma disfuncéo no receptor de andrégenos acarreta
0 comprometimento da acdo dos hormonios que se ligam a ele para exercerem sua
funcéo no tecido alvo.

Com a realizagdo da técnica de sequenciamento de exoma, foi detectada a
variante AR:c.2111G>A. Essa variante missense, identificada em hemizigose, esta
localizada no gene AR, mapeado no cromossomo Xqll-12 (Figura 29). A variante
encontrada preenche quatro critérios de patogenicidade (PM1, PM2, PM5, PP2 e
PP3), sendo classificada como possivelmente patogénica. As ferramentas de predicao
in silico, Revel, Mutation Taster, MetaLR e GenoCanyon classificaram a variante como

deletéria.
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Figura 29. Visualizagcéo da variante identificada no gene AR no Integrative Genomics Viewer (IGV).

Esse achado permitiu a confirmacdo do diagnéstico de AIS na sua forma
completa (CAIS), provocada pela substituicdo de guanina por adenina (c.2111G>A)
no éxon 4 do gene AR. Essa substituicdo leva a alteragdo do aminoacido serina por
asparagina na posicao 704 (p.Ser704Asn). A variante c.2111G>A néo foi encontrada
no banco de dados The Androgen Receptor Gene Mutations Database (ARBD)

(http://androgendb.mcaqill.ca/), gnomAD e ClinVar, sugerindo que seja uma nova

variante.

Embora a alteracao identificada em nossa paciente ndo conste nos bancos de
dados, variantes semelhantes localizadas nesta mesma posi¢cdo foram reportadas
previamente na literatura. As variantes c¢.2111G>T (p.Ser703lle), c.2110A>T
(p.Ser703Cys), ¢.2110A>G (p.Ser703Gly) ja foram identificadas por Chin et al. (2012),
Audi et al. (2010), Deeb et al. (2005) e Ahmed et al. (2000), respectivamente.


http://androgendb.mcgill.ca/
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A numeracao dos aminoacidos e nucleotideos do gene AR foi atualizada e
agora esta baseada na sequéncia de referéncia NM_000044.2, conforme descrito no

banco de dados (http://androgendb.mcgill.ca/). Com essa atualizagdo, a humeracao

dos codons 473-919 mudou para 474-920, levando a um deslocamento de +1 na
numeracdo das mutacdes. Portanto, a variante 704 identificada na paciente
corresponde a variante 703 descrita anteriormente na literatura.

A variante identificada em P12 esta localizada no éxon 4 do gene AR. Esse
éxon, juntamente com o0s éxons 5, 6, 7 e 8, sdo responsaveis pela codificacdo do
dominio LBD que participa na ligacdo a andrégenos e proteinas co-ativadoras (YUAN
et al.,, 2018). Grande parte das variantes ja descritas estdo localizadas no dominio
LBD, indicando que seja um hotspot mutacional (GALANI et al., 2008; ANDRADE,
2012).

Para o funcionamento do AR é necessario que o seu dominio LBD se ligue ao
hormonio androgénico. Essa ligacdo ira promover a translocacéo do AR para o nucleo,
onde ira sofrer dimerizacdo. Uma vez translocado para o nucleo da célula, o AR
promove a ligacdo entre seu dominio DBD e elementos de resposta androgénica
(ARE), localizados nas regides promotoras de genes responsivos a andrdgenos,
influenciando na transcrigdo dos genes alvo (AURILIO et al., 2020; LEE et al., 2024;
LI; AL-AZZAWI, 2009).

A ligacdo do AR atestosteronaou dihidrotestosterona no citoplasma, induz uma
alteracdo conformacional no receptor. Portanto, variantes presentes no AR impactam
no seu funcionamento, influenciando na resposta aos horménios androgenos (CHIN
et al., 2012).

Conforme apresentado na Figura 30A, os residuos Ser703 e His689 interagem
por meio de uma ligagéo de hidrogénio com distancia de 2.7 angstroms. Essa distancia
curta sugere uma interacédo relativamente forte, o que auxilia na manutencdo da
conformacéo estrutural do extenso loop onde a His689 esté localizada. O estudo de
modelagem aqui proposto, mostra gue o aminoacido alterado, apesar de estar em um
dos éxons que participam na formacgédo do dominio LBD, ndo esta em contato direto
com o ligante (Figura 30AB). Esses residuos, His689 e Ser703, participam de outras
ligagbes de hidrogénio que mantem o loop na conformacéo apropriada para manter
estruturado o ambiente hidrofobico do sitio de ligagdo do ligante.

Na paciente P12 o residuo de serina foi alterado para uma asparagina na

posicdo 704 (p.Ser704Asn). Nesta situacdo, o residuo de asparagina ficaria em
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choque com a His689 (Figura 30B), obrigando o loop onde esta se localiza a adotar
outra conformacao.

Diante desse cenario, uma possivel hipotese para explicar o impacto da
alteracdo identificada na paciente € que a troca de aminoacidos ocasiona uma
mudanca conformacional do loop onde se encontra a His689 para que 0 novo residuo
seja acomodado. Essa mudanga conformacional pode modificar a dindmica de

associacao e dissociacéo do ligante ao sitio.

Figura 30. Estruturacristalogréaficado complexo formado pelo AR e o ligante dihidrotestosteona (PDB
1T7R). (A) Dominio LBD original, representado em verde, ligado ao hormdnio endogeno
dihidrotestosterona (em ciano). Nele a Ser703 faz uma ligagcdo de hidrogénio com a His689. (B)
Dominio LBD, representado em verde, com a mutacdo Ser703Asn ligado ao horménio enddgeno
dihidrotestosterona (em ciano). Um choque forte observado entre Asn703 e His689. O loop onde His689
se localiza e que é perturbado pela mutacdo Ser703Asn estd em amarelo. Ser703, Asn703 e His689
estédo rotulados e apresentados como bastbes e esferas transparentes.

Uma extensa rede de ligagbes de hidrogénio no receptor AR que envolve a
Ser703 e varias moléculas de agua é essencial para posicionar o loop onde a His689
se encontra em sua conformacao nativa (Figura 31). A variante Ser703Asn, além de
causar um impedimento estérico devido a substituicdo da serina por asparagina,
impede a formacédo dessa rede de ligacdes de hidrogénio. Variantes ja descritas na

literatura, como Ser703lle, Ser703Cys e Ser703Gly produzem o mesmo efeito, uma



94

vez que as cadeias laterais desses aminoacidos néo participam das ligacfes de

hidrogénio.

Figura 31. Rede de ligacdes de hidrogénio no receptor AR que envolve a Ser703 e posiciona o loop
onde a His689 se encontra em sua conformacao nativa. Além do impedimento estérico causado pela
substituicdo da serina por asparagina, a mutacdo Ser703Asn impede a formacéo dessa rede de
ligacGes de hidrogénio. As mutacdes Ser703lle, Ser703Cys e Ser703Gly produzem o mesmo efeito,
pois as cadeias laterais desses aminoacidos ndo participam de ligacBes de hidrogénio. As esferas
vermelhas representam moléculas de &gua estruturais, observadas com excelente densidade
eletrbnica em varias estruturas wild type. Os tragcos em amarelo representam liga¢des de hidrogénio.
O receptor AR esté representado como um cartoon verde, o loop onde a His689 se localiza esta
representado como bastdes e colorido em amarelo, e algumas cadeias laterais ndo estéo
representadas para facilitar a visualizag&o. Ser703 e His689 estéo rotuladas e representadas como
bastdes em branco. O ligante di-hidrotestosterona esta representado como bastdes e colorido em ciano.

Dessa maneira, a hipétese diagnostica levantada anteriormente de que P12 é
portadora de AIS, passa a ser confirmada no presente trabalho com a incluséo dos
dados obtidos por sequenciamento de exoma. A nova variante AR:c.2111G>A

identificada explica o quadro clinico da paciente, resultando em um fenétipo feminino.
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10.3.2 Septo Vaginal Transverso
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A paciente P15 apresenta caracteristicas sexuais secundarias desenvolvidas,
cariétipo normal para o sexo feminino, queixa de amenorreia primaria e toque vaginal
de aproximadamente 3 cm. Embora essas caracteristicas clinicas sejam compativeis
com o diagnostico de MRKH, essa hipétese foi afastada devido a identificacao de SVT.
Em adic&o, com a realizacdo de exames de imagem foi evidenciado sistema coletor
duplo bilateral, o que pode ser sugestivo de malformacéo renal. Contudo, a paciente
nao estava disponivel para mais avaliacées.

O SVT se configura um tipo de ADM que possui apresentacdo clinica
semelhante ao observado em pacientes com MRKH (DIETRICH; MILLAR; QUINT,
2014b). Mulheres acometidas por essa condi¢do frequentemente reportam queixas de
amenorreia primaria e dores abdominais. Sendo assim, dentre outras malformacoées
do trato reprodutor feminino, o SVT possui relevancia clinica significativa dentro do
contexto de diagnostico diferencial (ACOG, 2018).

Sua presenca pode ocasionar uma complicagdo conhecida por hematocolpo,
condicdo caracterizada por vagina distendida devido ao acumulo de sangue
proveniente da menstruacdo (TANITAME et al., 2021). Esse achado foi observado na
paciente P15 que foi submetida a correcao cirargica. Dessa forma, a presenca de SVT
juntamente com utero funcional, é considerada uma emergéncia sendo necessaria
intervencao médica (PASSOS; BRITTO, 2020).

Assim como outras ADM, a patogénese do SVT ainda ndo € conhecida.
Entretanto, acredita-se que seja decorrente de um comprometimento na canalizagao
da placa vaginal (DELIGEOROGLOU et al., 2012). Em adicdo, o relato da presenca
concomitante de SVT e himen imperfurado em duas irméas pode sugerir a contribuicéo
de fatores genéticos em sua etiologia. A ocorréncia simultdnea dessas duas
malformacgdes do trato reprodutor feminino foi reportada em outros raros relatos na
literatura, porém ndo na mesma familia (ABOUEDDAHAB; GUELZIM; KOUACH,
2022).
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Em trabalho desenvolvido por Lin e colaboradores (2021) foi investigado o
papel da enzima ADAMTS18, membro da familia de proteases A Disintegrin and
Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs (ADAMTS), que desempenham
diferentes funcdes no organismo. Para avaliacdo do papel de ADAMTS18 no
desenvolvimento do trato reprodutor feminino, foram utilizados camundongos
nocautes (Adamts18-/-). Dentre os achados, foi identificada atresia vaginal em 41%
das fémeas, desenvolvimento normal da vagina em 53% e septo vaginal em 6%, além
de também ter sido identificado baixos niveis de estradiol e niveis aumentados de
MRNA do gene Bcl-2 nas fémeas Adamts18-/-. Os resultados observados sugerem
gque ADAMTS18 pode influenciar na fusdo dos ductos miullerianos e na apoptose das
células vaginais, contribuindo para abertura vaginal em comundongos.

Nesse mesmo contexto, em estudo anterior conduzido por Rodriguez e
colaboradores (1997), foi observado que camundongos transgénicos que
expressavam BCL2 humano na mucosa vaginal, apresentavam comprometimento na
apoptose das células epiteliais vaginais, o que resulta em vagina fechada.

O correto diagnostico e manejo de pacientes com SVT é relevante, visto que
além das complicacbes como hematocolpo, essa condicdo impacta também na vida
sexual e reprodutiva dessas mulheres. O tratamento do hematocolpo é essencial tanto
para manter a fertilidade da paciente afetada quanto para reduzir os riscos de
endometriose. Além disso, o SVT € uma malformacao rara e que frequentemente
possui 0 diagnéstico realizado na adolescéncia (KAMAL; LAKHDAR; BAIDADA,
2020).

O sequenciamento de exoma néo identificou variantes que possam justificar o
guadro de malformacéo vaginal observado em P15, sendo necessarios mais estudos
para elucidacdo. Adicionalmente, a melhor compreenséo das alteragdes decorrentes
da malformacédo do trato reprodutor feminino, contribui para uma abordagem mais
precisa no que diz respeito ao diagnostico, tratamento e apoio as mulheres
(LANKFORD; MANCUSO; APPEL, 2013).
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10.4 PACIENTES NAO CLASSIFICADAS COMO MRKH

10.4.1 Sem Diagnostico Definido

> ESR1:c.*57T>C (NM_000125.3)

Em associa¢cdo ao quadro clinico de P4, o sequenciamento de exoma revelou
a presenca de uma variante em heterozigose no gene ESR1 que resulta na mudanca
de um unico nucleotideo na regido 3'UTR. A variante ¢.*57T>C, preenche um critério
de patogenicidade (PM2) e um critério benigno (BP7), sendo classificada pelos
critérios ACMG como VUS (Figura 32).
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Figura 32. Visualiza¢do da variante identificadano gene ESR1 no Integrative Genomics Viewer (IGV).
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P4 apresenta utero hipoplasico, vagina curta e auséncia de desenvolvimento
mamario (tabela 6). Diante desses achados clinicos, em nosso estudo anterior,
sugerimos que a resisténcia a estrogeno devido a uma variante em seu receptor,
pudesse explicar o quadro clinico observado nessa paciente.

Os receptores estrogénicos a (ERa) e B (ERP), codificados pelo gene ESR1 e
ESR2, respectivamente, sdo os principais mediadores da acdo do estr6geno no
organismo. Sabe-se que esse hormonio participa do controle de diversos processos
biol6gicos como o desenvolvimento mamario, desenvolvimento do trato reprodutor
feminino e reproducdo (BERNARD et al., 2017).

A variante identificada em P4 atinge o gene ESR1, mapeado no cromossomo
6925.1. Esse gene é responsavel pela codificagdo do ERa que € expresso em
diferentes tecidos como figado, glandula mamaéria, hipéfise, hipotalamo, cérvix e
vagina (HAMILTON et al., 2017). ESR1 € composto por nove éxons e sete introns e,
devido ao splicing alternativo, € capaz de dar origem a trés diferentes isoformas, sendo
elas: ERaA3, ERa36 e ERa46 (JIA; DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015;
RUSIDZE et al., 2021).

Existem escassos relatos na literatura de individuos com mutacdo no gene
ESRL1. Variante nesse gene foi descrita pela primeira vez em uma paciente do sexo
feminino por Quaynor et al., (2013). Neste estudo foi identificada uma variante em
homozigose (¢.1125G>T) em paciente com queixa de amenorreia primaria, presenca
de utero hipoplasico e auséncia de desenvolvimento mamario, quadro clinico
semelhante ao observado em P4.

Em 2017, Bernard e colaboradores identificaram em trés individuos (duas irmas
e um irmao) de uma familia consanguinea a presenca de uma variante missense em
homozigose no gene ESR1. A probanda descrita nesse estudo assim como sua irma
apresentavam auséncia de desenvolvimento mamario, demonstrando que ERa é
necessario para o desenvolvimento adequado. Em adicdo aos fendtipos, também foi
observado na probanda presencga de utero hipoplasico, e em sua irm&, amenorreia
primaria (BERNARD et al., 2017).

Estudos com objetivo de melhor compreender a fungao de ERa também foram
conduzidos em modelos animais. Camundongos nocautes apresentaram
comprometimento no desenvolvimento de mamas, infertilidade e utero hipoplasico,
fendtipos semelhantes ao observado nas pacientes descritas na literatura
(HAMILTON; ARAO; KORACH, 2014).



99

A variante c¢.*57T>C, identificada em P4, esta localizada na regidao 3’ nao
traduzida (3’'UTR) do gene ESR1. Essa regido é conservada e possui tamanho de 4.3
kb, aproximadamente duas vezes o tamanho da regido codante (2 kb) desse gene,
sendo considerada critica para o controle e estabilidade do mRNA (KENEALY et al.,
2000). Em adicéo, a regido 3'UTR possui mais sequéncias ricas em AU quando
comparado com a regido codante desse gene. De fato, sequéncias ricas em AU
também podem influenciar na estabilidade do mRNA, sendo um indicador de
desestabilizacdo (KENEALY et al., 2000).

De maneira geral, regides 3'UTR possuem sitios que exercem influéncia pos
transcricional na expressao dos genes. Essa influéncia ocorre devido a presenca de
sitios para ligagédo de proteinas regulatérias assim como para microRNAs. Alteracdes
tanto na sequéncia quanto no tamanho de 3’'UTR podem afetar a expressao génica.
Dessa forma, variantes localizadas na regidao 3’'UTR podem provocar doengas devido
a desregulacao do processo de traducdo (RATAN et al., 2016).

Estudo realizado em 93 mulheres com MRKH por Brucker e colaboradores
(2017), sugeriu a hipétese de que receptores hormonais possam estar envolvidos na
etiologia dessa condicdo. Nesse estudo, os autores identificaram trés variantes no
gene OXTR e seis variantes no gene ESR1, sendo uma delas presente na regiao
3'UTR (c.*96C>T) em paciente com MRKH tipo |. Essa variante esta localizada no
sitio de ligacdo do microRNA-206, o que pode alterar a expressao génica.

Em adicdo ao quadro clinico apresentado pela paciente P4, aos 20 anos de
idade, apresentou sinais de hipoglicemia, sendo diagnosticada com deficiéncia de
horménio do crescimento (GH). Sabe-se que, além de desempenhar papel no
desenvolvimento mamario, o estrogénio também participa do mecanismo de feedback
do eixo hipotalamico-hipofisério. Portanto, esse hormdnio é reconhecido como um
importante regulador da producdo de GH, tendo seus receptores expressos tanto no
hipotalamo quanto na hipofise (AVTANSKI et al., 2014).

A variante identificada em P4 no gene ESR1 pode estar relacionada a disfuncéo
do receptor de estrogénio, podendo comprometer o desenvolvimento mamario e o
trato reprodutor da paciente, ja que se sabe a importancia desse gene para diversos
processos biologicos. Dessa maneira, é possivel que a variante c.*57T>C seja
responsavel pelo quadro clinico observado em P4, contudo, o efeito dessa variante

necessita de investigacdes adicionais.
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Mulheres com MRKH possuem o desenvolvimento normal das caracteristicas
sexuais secundérias. A auséncia de desenvolvimento mamario observado em P4
possivelmente afasta o diagnostico de MRKH. Contudo, a possibilidade de uma
apresentacao clinica atipica dessa sindrome néo deve ser desconsiderada. Até onde
se tem conhecimento, esse é o primeiro relato de uma paciente com agenesia vaginal,

Utero hipoplasico e auséncia de desenvolvimento mamario.
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O sequenciamento de exoma revelou a presenca de uma variante patogénica
em heterozigose do tipo frameshift localizada no gene BRCA2 (c.1389 1390delAG)
(Figura 33). Em adicao, a metodologia também demonstrou uma duplicacdo do éxon
13 (chr13:32.920.954-32.921.044), localizado no mesmo gene.
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Figura 33. Visualizagéo da variante identificada no gene BRCAZ2 no Integrative Genomics Viewer (IGV).
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A variante BRCA2:¢.1389 1390delAG (NM_000059.3), ocasiona a dele¢cao de
duas bases no éxon 10, o que acarreta na mudanca do quadro de leitura apos o cédon
464 (p.Vald64fs), e a formacao de stop codon prematuro. Essa variante preenche trés
critérios de patogenicidade (PVS1, PS4, PM2 e PP5), estad descrita no dbSNP e
reportada como patogénica no banco de dados ClinVar.

Sabe-se que variantes bialélicas localizadas no gene BRCA2 estdo associadas
a Anemia de Fanconi, grupo de complementacdo D1. A identificacdo de duas
variantes nesse gene, juntamente com as malformacfes observadas em P16 nos
levaram a considerar a hip6tese diagnéstica de Anemia de Fanconi, uma doenca de
grande variabilidade fenotipica, caracterizada por faléncia progressiva da medula
0ssea, malformacdes congénitas e predisposicdo ao cancer (MEHTA; EBENS C.,
2002).

Dentre as alteracbes descritas em pacientes com Anemia de Fanconi e
presentes em P16 destacam-se a microcefalia, polegar direito lateralizado, utero
hipoplasico, anus imperfurado e possivel alteracao renal (MEHTA; EBENS C., 2002;
SHIMAMURA; ALTER, 2010). Entretanto, como a duplicacdo identificada pelo
sequenciamento de exoma envolve apenas um unico éxon, foi utilizado o teste de
MLPA como método confirmatdrio, ja que essa técnica permite a andlise do nimero
de copias em determinados seguimentos do genoma (STUPPIA et al.,, 2012). No
entanto, o MLPA ndo mostrou alteragbes de niumero de copias do gene BRCA2 e,
portanto, a duplicacdo do éxon 13 vista ao exoma era provavelmente um artefato,
sendo afastada a hipétese diagndstica de Anemia de Fanconi. A auséncia de
confirmacdo por MLPA da alteracdo identificada pelo exoma, ressalta a limitacao
dessa técnica em detectar principalmente pequenas CNVs (1-4 éxons)
(SAMARAKOON et al., 2014; TAN; SHEN, 2022). Dessa maneira, é recomendada a
validagao das CNVs identificadas por exoma utilizando outra metodologia (GUO et al.,
2013; MARCHUK et al., 2018).

Dando continuidade a analise do quadro de P16, as alteracdes identificadas até
entdo incluem utero de tamanho reduzido e queixa de amenorreia primaria. Em
adicao, durante consulta ginecoldgica, foi relatada presenca de membrana no intréito
vaginal. A volumosa dilatacéo da vagina observada na RM pode sugerir presenca de
himen imperfurado. Porém, até o momento nao foi possivel a diferenciacdo entre

agenesia vaginal, himen imperfurado e septo vaginal transverso, sendo necessario
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realizar avaliacbes adicionais. No ambito da investigacdo clinica de pacientes que
relatam amenorreia primaria, € essencial considerar a investigacédo dessas condicdes
como parte do diagndstico diferencial (ACOG, 2018). A identificacdo de uma dessas
alteracOes descarta o diagnostico de MRKH.

Assim como a MRKH, a Associacdo VACTERL é uma condi¢do rara sem
etiologia conhecida. Usualmente, para o diagnéstico clinico dessa doenca é
necessario que o individuo apresente pelo menos trés malformacdes que formam o
acronimo: (V) anomalia vertebral, (A) atresia anal, (C) anomalias cardiacas, (TE)
fistula traqueoesofagica, (R) displasia renal e de (L) membros (CHEN et al., 2016).

Levando em consideracéao os critérios diagnésticos, observa-se que P16 possui
malformacdes em sistemas encontrados alterados em individuos com VACTERL, sé&o
elas: atresia anal e polegar direito lateralizado com implantacdo proximal (anomalia
de membro). As avaliacGes renais dessa paciente tiveram resultados divergentes nos
exames de imagem no que diz respeito a forma e dimensdes desse Orgao.

De fato, a ocorréncia simultanea de MRKH e VACTERL foi previamente
reportada na literatura. Em estudo conduzido por Bjgrsum-Meyer et al. (2016), duas
pacientes diagnosticadas com VACTERL e MRKH foram avaliadas. Ambas
apresentavam atresia anal e anomalias renais, além de alteragbes em outros
sistemas. Essa combinagdo de atresia anal e anomalias renais em pacientes com
VACTERL e MRKH também foi observada em outros estudos conduzidos por Rall et
al. (2015), Linke et al. (2005) e Komura et al. (2007). Além disso, alteracbes
geniturindrias sdo mais frequentes naqueles pacientes com diagnéstico de VACTERL
gue se apresentam com atresia anal e anomalias renais (KANG et al., 2018).

A ocorréncia concomitante dessas duas condicfes, MRKH e VACTERL, é rara.
Adicionalmente, devido a grande heterogeneidade associada a VACTERL, o
diagnostico dessa condicdo é complexo. Outros aspectos também contribuem para a
dificuldade de conclusédo diagndstica, como o fato da existéncia de desordens que
apresentam caracteristicas que se sobrepéem ao fenétipo clinico observado em
pacientes com VACTERL. Dentre elas, podemos citar a Associacdo de MURCS,
Anemia de Fanconi e Sindrome CHARGE (VAN DE PUTTE et al., 2019).

Apesar de grande parte dos casos de VACTERL possuirem ocorréncia
espordadica, casos familiares sugerem que fatores genéticos possam estar associados
a etiologia dessa condicdo (VAN DE PUTTE et al., 2020). Causas monogénicas
envolvendo os genes FGF8, FOXF1, HOCD13, LPP, TRAP1, PTEN e ZIC3 foram
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associadas a VACTERL anteriormente (KOLVENBACH et al., 2021). Para analise do
exoma de P16 também foram avaliados genes especificos relacionados a
malformacdes anorretais e VACTERL, contudo ndo foram identificadas alteragbes
relevantes.

Prosseguindo com a andlise do quadro do P16, aos 16 anos de idade foi
identificado presenca de hematocolpo volumoso e a paciente foi encaminhada para
correcdo cirurgica. Foi observada a presenca de seio urogenital com 6stio uretral junto
a parede vaginal (seio urogenital), dessa maneira, foi realizada a separacdo das
estruturas, sendo confeccionado neouretra e vaginoplastia.

Persistindo a divida em relacdo a anatomia uterina dessa paciente e motivados
pela divergéncia dos resultados de exames descritos no prontuério, foi solicitada a
repeticdo de exames como RM e USG que ja tinham sido realizados em anos
anteriores. Diante dos resultados obtidos nesses exames realizados mais
recentemente, a hipotese diagnéstica de MRKH foi afastada em P16 devido a
identificacdo de utero com volume aproximado de 83,3cm3® com corpo principal a
esquerda e pequeno corno rudimentar direito.

Portanto, P16 permanece sem diagndstico definido, sendo essencial a
continuidade da investigacdo para a concluséo diagndéstica. A variante patogénica em
BRCA2 (c.1389 1390delAG), confere risco aumentado de predisposicdo ao cancer
para P16, jA que esse gene atua como um importante supressor tumoral (XIE et al.,
2022). No entanto, o sequenciamento de exoma de P16 nao revelou alteracdes que
justificassem o quadro de malformacéo genital.

10.4.2 Sindrome CHARGE
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» Variante Causal - CHD7:¢.5405-7G>A (NM_017780.4)

Na paciente P10, o sequenciamento de exoma revelou a presenca de uma

variante patogénica em heterozigose no gene CHD7, que leva a substituicdo de
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guanina por adenina e altera o splicing do gene (Figura 34). A variante ¢.5405-7G>A
preenche trés critérios de patogenicidade (PM2, PP3 e PP5) e foi relatada como
patogénica no ClinVar. As ferramentas de predicdo in silico de alteracao de sitio de
splicing como dbscSNV ada e splice Al classificaram a variante ¢.5405-7G>A,
presente em P10, como deletéria. Alteragbes no gene CHD7 estdo associadas a
Sindrome CHARGE.
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Figura 34. Visualiza¢do da variante identificada no gene CHD7 no Integrative Genomics Viewer (IGV).

A Sindrome Charge € uma desordem congénita com incidéncia estimada de
1:10000 a 1:15000 nascidos vivos. Essa condicdo possui heranca autossémica
dominante e forma o acrénimo que reflete um conjunto de caracteristicas clinicas:
coloboma (C), cardiopatia congénita (H), atresia de coana (A), atraso no
desenvolvimento (R), anomalias geniturinarias (G) e anomalias de orelha (E)
(HUDSON; TRIDER; BLAKE, 2017).
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Alteracdes no gene CHD7 foram relacionadas com a Sindrome CHARGE pela
primeira vez em 2004 (VISSERS et al., 2004). Esse gene, que esta localizado no braco
longo do cromossomo 8 (8ql2), € formado por 38 éxons, sendo um deles nao
codificante, e produz uma proteina com 2997 aminoacidos (BERGMAN et al., 2011).

Variantes patogénicas nesse gene sao encontradas em aproximadamente 90%
dos pacientes com o diagndstico clinico, sendo em sua maioria de novo (HEFNER,;
FASSI, 2017). Apesar de variantes do tipo missense ja terem sido descritas, elas
representam uma minoria dos casos. A maioria das variantes encontradas sao
nonsense e frameshift (HSU et al., 2014). Delecbes parciais ou completas de CHD7
também sao raras (BERGMAN et al., 2011).

A hipotese diagnostica de que P10 é portadora dessa condicao foi previamente
levantada em nosso estudo anterior, tomando como base as -caracteristicas
observadas e os critérios para diagnostico clinico descritos na literatura.

Inicialmente, os critérios clinicos foram propostos por Blake et al. (1998) com a
divisdo em critérios maiores e menores. Sendo os maiores presentes frequentemente
nesses pacientes e raramente em outras condi¢des, e 0s critérios menores, presentes
em menor frequéncia. Segundo Blake, para o diagndstico clinico de CHARGE era
necessario apresentar quatro critérios maiores ou trés maiores e trés menores.

Em 2005, Verloes propds uma atualizacdo nos critérios e dividiu em trés
classificacdes possiveis: CHARGE tipica, parcial e atipica, sendo que para classificar
em tipica sdo necessarios trés critérios maiores ou dois maiores e dois menores
(TRIDER et al., 2017). Posteriormente, Hale et al (2016) sugeriu a incluséo de
variantes patogénicas em CHD7 como um dos critérios maiores para o diagnéstico de
CHARGE, dessa maneira individuos com fenétipo mais brando poderiam ser
identificados (Figura 35). Nessa nova proposta sao necessarios dois critérios maiores

mais qualquer nimero de critérios menores.
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Verloes (2005) Hale (2016)

Critérios Maiores
v’ Coloboma
v Atresia de Coana

v' Canal semicircular hipoplasico

Critérios Menores
¥ Malformagdes cardiaca
v Malformagdo de ouvido médio
v' Disfungdo rombencefalica incluindo perda de audigdo neurosensorial
v' Disfung&o hipotalamo-hipofisaria (gonadotrofina ou deficiéncia de

horménio de crescimento

v' Deficiéncia intelectual

Critérios de Inclusédo
CHARGE Tipica: 3 maiores ou 2 maiores + 2 menores
CHARGE parcial: 2 maiores + 1 menor

CHARGE atipica: 2 maiores + 0 menores ou 1 maior e 3 menores

Critérios Maiores
v Coloboma
v’ Atresia de Coana ou fenda palatina
v Anormalidades de orelha, incluindo canal semicircular hipoplasico
¥ Variantes Patogénica em CHD7
Critérios Menores
v' Disfung&o do nervo cranial incluindo perda auditiva
v' Dificuldade de alimentagdo/disfagia
¥ Anomalias cerebrais estruturais
v’ Atraso no desenvolvimento/deficiéncia intelectual/autismo
v Disfung3o hipotalamo-hipofisaria (gonadotrofina ou deficiéncia de
horménio de crescimento
v Malformago cardiaca ou esofagica
v Anomalias renais/esqueléticas, anomalias de membros

Critérios de Inclusao

CHARGE: 2 maiores + qualquer numero de critérios menores

Figura 35. Comparacdo dos critérios para diagnostico de CHARGE. Fonte: Adaptada de Hale et al.,

2016.

Levando em consideracao os critérios atualizados por Hale et al (2016), observa-

se que P10 possui 3 critérios maiores que incluem coloboma, malformacéo de orelha
externa e variante patogénica em CHD7. Em adicao, a paciente também apresenta 2
critérios menores que incluem disfuncdo hipotadlamo-hipofisaria e anomalias
renais/esqueléticas.

O comprometimento oftalmoldgico esta presente em aproximadamente 75-90%
dos pacientes com CHARGE, sendo o coloboma a alteracéo principal. Entretanto,
outras caracteristicas como microftalmia e catarata, por exemplo, também podem ser
encontradas (HSU et al., 2014).

Estudos anteriores a descoberta de CHD7 e realizados com pacientes com
diagnostico clinico de CHARGE, identificaram que defeitos cardiacos conotruncais e
defeitos do septo atrioventricular eram frequentes nesse grupo de pacientes. Contudo,

apos a descoberta do gene responsavel por essa condi¢céo, o trabalho conduzido por
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Corsten-Janssen e colaboradores (2013) observaram a existéncia de diversos tipos
de defeitos cardiacos em individuos com variante patogénica em CHD7. Dessa
maneira, um espectro variado de alteracbes cardiacas estavam presentes em 74%
dos individuos avaliados, sendo os defeitos conotruncais e do septo atrioventricular
super-representados. Apesar dos defeitos cardiacos congénitos acometerem grande
parte dos individuos com diagndstico clinico de CHARGE (75% a 80%), P10 nao
apresentou alteracfes nos exames cardiacos realizados.

A atresia de coana é outra malformacao que pode estar presente em pacientes
com CHARGE, mas também pode estar associada a outras sindromes como Treacher
Collins e Apert (HALL, 1979). Aqueles pacientes que possuem atresia de coana
bilateral configuram uma emergéncia perinatal ja que iniciam um quadro de angustia
respiratdria logo apds o nascimento, levando a uma cianose ciclica que € amenizada
por episoédios de choro do recém-nascido. Por outro lado, o diagndstico pode passar
despercebido em individuos que apresentam a forma unilateral, pois normalmente néo
necessitam de intervencédo imediata.

A atresia de coana pode vir acompanhada de perda auditiva, fazendo com que a
avaliacdo da audicdo se torne importante. Pacientes com CHARGE que possuem
atresia de coana também podem apresentar anosmia (BLAKE et al., 1998; KELLER;
KACKER, 2000). A alteracdo de coana néo foi avaliada em P10, no entanto a paciente
reporta hiposmia sendo identificada em ressonancia magnética a auséncia dos bulbos
olfatorios.

Durante a infancia, pacientes com CHARGE podem apresentar diminuicdo da taxa
de crescimento e lento ganho de peso. Diversos fatores podem contribuir para esse
cenario, tais como: numero grande de hospitalizacdes, problemas de alimentacéo,
defeitos cardiacos e cirurgias. Contudo, altera¢cdes hormonais como deficiéncia de GH
e hipogonadismo hipogonadotréfico (HH) jaforam descritas anteriormente na literatura
(DIJK; BOCCA; RAVENSWAAIJ-ARTS, 2019).

A hipoplasia genital causada por quadro de HH se configura um achado comum
em pacientes com CHARGE (HSU et al., 2014). Em individuos do sexo masculino,
sinais como criptorquidia e micropénis podem sugerir a presenca de HH. Em
contrapartida, em individuos do sexo feminino, o diagnostico normalmente é realizado
tardiamente, quando as mulheres ndo atingem a puberdade de maneira espontanea
(BERGMAN et al., 2011).
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P10 veio ao nosso servico de Genética Médica com queixa de amenorreia primaria
e auséncia de desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias. A auséncia
dessas caracteristicas pode ser explicada ndo somente pela presenca de HH,
identificado pelos exames hormonais, como também pela auséncia de ovarios,
identificada pela RM. Em adicdo, P10 também apresenta hipoplasia de labios
menores, caracteristica ja reportada anteriormente na literatura (RAGAN et al., 1999).

Por outro lado, apesar de ser esperado que em mulheres com CHARGE os 6rgaos
sexuais internos estejam dentro dos padrdes de normalidade, em P10 foi observado
agenesia uterovaginal. Quadro semelhante foi reportado uma Unica vez por Reynaert
e colaboradores (2016) que descreveram paciente com diagnéstico de CHARGE,
delecdo em heterozigose em CHD7, HH e agenesia de utero e ovario. Autores
sugerem a possibilidade da agenesia uterovaginal estar associada a delecao
encontrada na paciente.

Diante do exposto, a hipétese diagndéstica levantada anteriormente de que P10 é
portadora da Sindrome CHARGE, passa a ser confirmada no presente trabalho com
a inclusédo dos dados obtidos por sequenciamento de exoma. A variante

CHD7:¢c.5405-7G>A identificada explica o quadro clinico da paciente.

10.4.3 Anomalia Mulleriana diferente da MRKH

T
|
[EEN

> MAMLD1:c.964C>T (NM_001177465.3)
> GLI3:c.2735G>A (NM_000168.6)

Em associa¢do ao quadro clinico de P11, o sequenciamento de exoma revelou
a presenca de uma variante VUS e uma variante possivelmente benigna, localizadas
nos genes MAMLD1 e GLI3, respectivamente.

A variante missense identificada em heterozigose em P11 atinge o éxon 15 do

gene GLI3, mapeado no cromossomo 7pl4.1 e preenche um Unico critério de
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patogenicidade (PM2), e dois critérios benignos (BP4, BP6), sendo classificada como
possivelmente benigna. A variante c.2735G>A leva a substituicAo de guanina por
adenina, o0 que acarreta na mudanca do aminoacido serina por asparagina
(p.Ser912Asn) (Figura 36).

42,005193ﬂ bp . 42,005,.940 bp

>
@

G c c G T c G c T c T G G c T G

GLI3

Figura 36. Visualiza¢do da variante identificada no gene GLI3 no Integrative Genomics Viewer (IGV).

Variantes identificadas no gene GLI3 estdo associadas a doencas como
Sindrome de Pallister-Hall (PHS) e Sindrome de cefalopolisindatilia de Greig. Apesar
de ambas as condicdes serem causadas por variantes em GLI3, elas possuem
diversas caracteristicas que ndo se sobrepdem. Em adicdo, existem diferentes
fendtipos clinicos que podem ser causados por alteragdes nesse gene (JOHNSTON
et al., 2005; NARUMI et al., 2010).
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No exame fisico de P11 foi observado desenvolvimento normal das
caracteristicas sexuais secundarias juntamente com presenca de vagina curta e
gqueixa de dispareunia, contudo, sem relato de amenorreia primaria. Por meio de
avaliacdo radiologica, foi observada presenca de Utero septado e vagina contigua a
bexiga e ao colo do utero (CUNHA, 2018).

Relatos semelhantes ao observado em P11 foram realizados anteriormente na
literatura. Choudhary; Verma; Choudhary, (2011), descreveram uma paciente com
presenca de Utero bicorno e hipospadia feminina. Estudo realizado por Amin e
colaboradores (2007) identificou uma mulher com MRKH e presenca de anomalia do
seio urogenital. Apesar dessa descricdo possuir similaridades ao quadro observado
em nossa paciente, os achados clinicos de P11 ndo sdo compativeis com o
diagnéstico de MKRH.

O estudo do perineo em P11 ficou prejudicado devido a recusa do uso do gel
pela paciente. Dessa forma, é possivel que o canal vaginal tenha algum grau de
estenose, 0 que explicaria a queixa de dispareunia. Alteracdes genitais como atresia
vaginal, atresia uretral, hipoplasia genital e presenca de seio urogenital, decorrentes
de mutacfes em GLI3 em pacientes com PHS, ja foram reportadas anteriormente na
literatura (JOHNSTON et al., 2005; NARUMI et al., 2010).

Defeito no desenvolvimento da uretra esta relacionado a falha do
desenvolvimento do seio urogenital. Durante o periodo embrionario, o0 septo urorretal
é responsavel por dividir a cloaca em duas porc¢fes distintas: reto e seio urogenital
(Figura 37AB). Tanto a uretra feminina quanto o epitélio vaginal sdo estruturas
derivadas no endoderma do seio urogenital (MOORE; PERSAUD, 2000).



111

A Alantoide B
Y Proctodeo Seio urogenital
N Septo
; Fal
Intestino alo ‘ urorretal
¢ /
) \,\
Membrana z
cloacal \
Septo o
Cloaca urorretal

Figura 37. Esquemas ilustrativos demonstrando a divisdo da cloaca. (A) Embrido na quinta semana do
desenvolvimento embrionéario. (B) Crescimento do septo urorretal em direcdo a membrana cloacal,
dividindo essa estrutura em reto e seio urogenital. Fonte: Adaptado de Carlson, 2014.

O gene GLI3 é responsavel pela codificacdo da proteina GLI3 que € um fator
de transcricdo do tipo zinc finger. Esse fator de transcri¢cdo atua na via de sinalizacéo
Sonic Hedgehog (SHH), que constitui uma via importante durante o desenvolvimento
embrionério, além de atuar na manutencao da homeostase do organismo (KOTULAK-
CHRZASZCZ; KMIEC; WIERZBICKI, 2021).

GLI3 atua como um regulador downstream da via de sinalizagdo SHH,
podendo agir tanto na repressao da transcricdo de genes quanto na ativacdo génica
(BIESECKER, 2006). Na auséncia de SHH, GLI3 é clivado gerando um repressor que
regula negativamente genes alvo. O inverso ocorre na presenca de SHH, fazendo com
gue GLI3 funcione como ativador transcricional e regule positivamente genes alvo
(DEMURGER et al., 2015).

Sabe-se que SHH participa do desenvolvimento da genitalia externa e dos
orgaos sexuais secundarios (KOTHANDAPANI et al., 2020). Shh é expresso no
epitélio da cloaca, estando envolvido no processo de septacédo dessa estrutura assim
como no crescimento do tubérculo genital, que posteriormente ir4 se diferenciar em
pénis ou clitoris. Shh também é importante na regulacdo do desenvolvimento de
estruturas que sao derivadas do seio urogenital (HARAGUCHI et al., 2007).

O gene GLI3 também é altamente expresso no Utero e vagina. Variante do tipo

missense no gene GLI3 j& foi descrita em paciente com MRKH por Chu e
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colaboradores (2022). Segundo autores, variantes em GLI3 podem levar ao
comprometimento no desenvolvimento do Utero e vagina, podendo resultar em
mulheres portadoras de MRKH.

Narumi e colaboradores (2010) descreveram uma paciente de 3 anos de idade,
portadora de PHS, que apresentava hidrometrocolpo secundario a atresia vaginal. A
andlise molecular identificou uma variante do tipo nonsense presente em heterozigose
no gene GLI3. Em outro estudo, conduzido por Haraguchi e colaboradores (2001), foi
observado auséncia de desenvolvimento de genitalia externa em camundongos
nocautes para Shh. No mesmo ano, Mo et al. (2001) também avaliaram camundongos
Shh -/- que apresentaram cloaca persistente com comunicagao do canal anorretal e
urinario. Em adigéo, os camundongos Gli3-/- demonstraram estenose anal.

Conforme demonstrado na Figura 38, o gene GLI3 possui 15 éxons e é
composto por dominio repressor, 5 dominios de ligagdo ao DNA do tipo zinc finger,
sitio proteolitico de clivagem, um dominio de ativacdo, que contém a regiao
responsavel pela ligagdo de GLI3 ao seu co-ativador CBP (CREB-binding protein)
além do dominio de transativagdo 1 (TAl) e 2 (TA2) (MATISSEK; ELSAWA, 2020;
WANG et al., 2022). A variante identificada em P11 atinge o éxon 15 do gene GLI3. O
éxon 15 é responsavel pela codificacdo da regido que é necesséria para ativagéo da
proteina, estando os aminoacidos 827-1132 envolvidos na ligacdo de GLI3 ao seu co-
ativador CBP (MATISSEK; ELSAWA, 2020). Dessa maneira, apesar do papel de GLI3
no desenvolvimento do sistema urogenital ser desconhecido (KOTHANDAPANI et al.,
2020), uma hipétese para o quadro apresentado por P11 é que a variante em GLI3
possa causar desregulacdo da via de sinalizacdo SHH, gerando as alteracdes

urogenitais observadas na paciente estudada.

EE 104AREp 132 TAl

Sitio de Clivagem 827 1132 1376 1580

1 106 235 480 632

—T1es0 750 1580

Dominio de Ligagdo ao DNA
(Zinc finger)

Figura 38. Estrutura da proteina GLI3. A proteina GLI3 é composta por dominio repressor N-terminal
(aminoéacidos 106-235), dominio de ligacao ao DNA do tipo zinc finger (aminoacidos 480-632), dominio
de ativagao C-terminal e dominio de transativagdo 1 (TA1) e 2 (TA2). CBP (CREB-binding protein)
Fonte: adaptada de Matissek; Elsawa, 2020.
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Também foi identificada na paciente P11l uma variante missense em
heterozigose no gene MAMLD1, mapeado no cromossomo X. Essa variante preenche
um unico critério de patogenicidade (PM2), sendo classificada como VUS. A variante
c:964C>T leva a substituicdo de citosina por timina, o que acarreta na mudanca do

aminoacido histidina por tirosina (Figura 39).
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Figura 39. Visualizagdo da variante identificada no gene MAMLD1 no Integrative Genomics Viewer
(IGV).

O gene MAMLD1 esta localizado no braco longo do cromossomo X (Xg28) e &
composto por 7 éxons. Por meio do splicing alternativo, com ou sem o éxon 4, 0s
éxons 3-6 sdo capazes de gerar duas proteinas distintas (RATAN et al., 2016).

Embora sua funcéo ainda ndo seja completamente compreendida, acredita-se
que MAMLD1 esteja associado ao desenvolvimento sexual durante o periodo
embrionario e em processos relacionados com a funcéo reprodutiva (FLUCK et al.,
2019). E possivel também que esse gene possua fungdo importante na biossintese
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de testosterona, j4 que € expresso nos testiculos fetal e adulto (MIYADO; FUKAMI,;
OGATA, 2022).

MAMLDL1 é considerado um dos genes causais para individuos portadores de
46, XY DDS, possuindo na literatura diversas variantes ja descritas. Em adicéo, esse
gene também esta associado a ocorréncia de hipospadias (FUKAMI et al., 2008;
MIYADO; FUKAMI; OGATA, 2022).

Hipospadia € uma malformacdo congénita comum em individuos do sexo
masculino, com incidéncia de 1:300 nascidos vivos e é caracterizada pela abertura da
uretra em posicéo incomum (porcéo ventral do pénis) (CHEN et al., 2010; KALFA et
al., 2011). Ja na hipospadia feminina, com incidéncia aproximada de 1:500.000
nascidas vidas, a abertura da uretra esté localizada na parede anterior da vagina e
tem origem devido a uma interrupcao do desenvolvimento do seio urogenital (BHAT
et al., 2010; CHOUDHARY; VERMA; CHOUDHARY, 2011).

Existem poucos relatos na literatura de individuos 46, XX com variantes em
MAMLD1. De fato, esse gene pode atuar na funcdo ovariana, j4 que ele é expresso
nos ovarios humanos e de camundongos (MIYADO; FUKAMI; OGATA, 2022). Essa
hipotese € corroborada pelo estudo conduzido por Marozzi et al. (2000) onde foi
identificada delecdo Xg28 na presenca de faléncia ovariana prematura. Em adigéo,
variante missense em homozigose foi reportada em paciente com clitoromegalia,
gdnadas em fita, Utero hipoplasico e amenorreia priméaria (BRANDAO et al., 2011).
Flick e colaboradores (2019) também identificaram variante em heterozigose
associada a amenorreia primaria, ovarios, Utero pequeno e genitalia externa feminina.

A variante ¢:964C>T identificada em P11 atinge o éxon 3 do gene MAMLD1,
gue é responsavel por codificar cerca de 80% de sua proteina. Dessa maneira, uma
mutacao nessa regido poderia levar a formacdo de uma proteina truncada (CHEN et
al., 2010). Tendo em vista que o papel de MAMLD1 ainda necessita de elucidacdes e
gue esse gene esta associado a presenca de hipospadias, € possivel que ele
contribua para o fenétipo observado em P11, ja que ela apresenta uma malformacao
gque faz com que o0 meato uretral esteja localizado na parede anterior da vagina.

Além do gene MAMLD1 estar associado a hipospadia, o gene GLI3 também foi
identificado previamente em pacientes portadores dessa condi¢do, estando associado
ao desenvolvimento sexual e gonadal. A hipétese de que DDS possa estar
relacionado ao padrdo de heranca oligogénico, foi levantada anteriormente por Li e
colaboradores (2020). Individuos 46, XY DDS associados a variantes em MAMLD1



115

podem apresentar duas ou mais variantes em genes envolvidos com disturbio de
diferenciacdo, sugerindo que o fendtipo apresentado nesses pacientes possa ser
determinado por multiplos genes. Dessa maneira, é possivel que as variantes
identificadas em P11, nos genes MAMLD1 e GLI3, possam contribuir para o quadro

clinico observado.
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10.5 DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho incluiu a participacdo de 18 mulheres. O diagnéstico de
MRKH foi confirmado em 12 das 18 pacientes (66,66%) que apresentavam suspeita
clinica dessa condicao. Além disso, duas mulheres permaneceram sem diagndstico
clinico definido e quatro mulheres sédo portadoras de outras condicdes. Esses
achados ressaltam a importancia de uma equipe multidisciplinar para a avaliagédo
detalhada de cada caso.

Considerando que a MRKH promove alteracdes no sistema reprodutor feminino
e, em alguns casos, em outros sistemas, parte das mulheres que recebem o
diagnostico dessa condicdo possuem impactos psicologicos. A conclusdo do
diagnostico gera, nessas pacientes, questionamentos acerca do seu corpo e do seu
papel social ou sexual como mulher (LISZEWSKA-KAPLON et al., 2020).

O impacto psicologico em pacientes diagnosticadas com MRKH n&o deve ser
negligenciado, visto que podem ser desencadeadas diversas respostas emocionais
como depressao, choque, confusdo, vergonha e medo (HELLER-BOERSMA;
EDMONDS; SCHMIDT, 2009). Dessa maneira, podemos elencar alguns pontos
importantes para o manejo dessas pacientes como: (1) diagndstico correto; (2)
avaliagdo de possiveis malformacdes associadas; (3) tratamento e (4) suporte
psicologico (ACOG, 2018; HERLIN, 2024).

A utilizacdo de metodologias como CMA permitiu aos pesquisadores, ao longo
dos anos, a identificacdo de CNVs em pacientes MRKH, contribuindo para a selecéo
de genes candidatos. Entretanto, a frequéncia dessas alteracdes é relativamente
baixa, sendo encontradas em aproximadamente 10% das pacientes (HERLIN, 2024).
No presente trabalho, das 12 pacientes que receberam o diagnéstico de MRKH,
foram identificadas altera¢cdes submicroscopicas em duas (16,66%), atingindo as
regides gendmicas 6q14.3 e 7q11.23, nas pacientes P6 e P8, respectivamente. Em
outros estudos publicados anteriormente na literatura, a identificacdo de CNVs em
frequéncias superiores a 10% também foram relatadas. Nik-Zainal e colaboradores
(2011) investigaram 63 mulheres MRKH e encontraram delecbes em 14% delas
enquanto Sandbacka et al., (2013) identificaram CNVs em 8 de 50 mulheres com

MRKH avaliadas, representando 16%.
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O sequenciamento de exoma, aplicado no presente estudo, permite a avaliacdo
de todos o0s genes, sem que seja necesséaria a hipotese de um gene alvo. A
identificacdo de variantes, que possivelmente possam estar relacionadas aos
quadros das pacientes, demonstra que 0 sequenciamento de exoma € uma
ferramenta vélida na busca de variantes nesse grupo de pacientes.

Essa metodologia permitiu a identificacéo de variantes em 12 das 18 mulheres
aqui estudadas, além de ser eficaz na deteccdo das duas CNVs previamente
identificadas por CMA. Dentre as alteracdes néo identificaveis por outras técnicas,
mas detectadas por sequenciamento de exoma, destacam-se seis variantes em seis
genes distintos, observadas nas 12 mulheres com diagnostico de MRKH. Em
resumo, essas variantes sao:

= WT1l:c.-8 -7delGC - identificada em quatro pacientes MRKH néo

relacionadas (P1, P5, P7 e P9);

= SPEN:c.9758 9759delCT - identificada em apenas um caso (P2);

= RET:c.2188C>G e KYNU:c.447dupT - identificadas apenas na paciente

P6;

= WNT4:c.-45delC - identificada somente na paciente P7;

= HOXAL1:c.393C>A foi identificada apenas em um caso (P17);

Em quatro mulheres com diagnéstico de MRKH n&o foi possivel identificar
variantes que possam estar relacionadas ao quadro. Além disso, essa metodologia
permitiu:

» Conclusédo dos diagnésticos de P10 como Sindrome CHARGE e P12
como CAIS, com a identificacdo das variantes nos genes CHD7 e AR,
respectivamente;

» |dentificagdo de variante nos genes GLI3:c.2735G>A e
MAMD1:c.964C>T que podem estar relacionadas ao quadro clinico da paciente
P11,

» |dentificacdo da variante ESR1:c.*57T>C que pode justificar o
comprometimento no desenvolvimento mamario e malformacao uterovaginal.
Algumas limitacbes foram enfrentadas ao longo da execucéo deste trabalho.

Primeiramente, podemos citar a falta de acesso aos demais membros da familia para
avaliacdo e analise; e coorte relativamente pequena. Além disso, uma parcela das
mulheres que estdo em investigacdo ndo da continuidade, o que dificulta a avaliacao

completa do quadro.
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Todas as variantes identificadas, que possam justificar o quadro de
agenesia/hipoplasia uterovaginal, foram observadas em heterozigose, o que reforca a
hipotese de heranca dominante. Contudo, até 0 momento, a analise de segregacao
foi realizada para somente uma variante e, portanto, o padrdo de heranca nao pode
ser determinado. Em adicdo, a possibilidade de penetrancia incompleta e
expressividade variavel fornece maior complexidade nessas analises.

Muitas das variantes reportadas como associadas a MRKH séo variantes de
significado incerto e implica em cuidado na interpretacdo (HERLIN, 2024). E valido
ressaltar que além da dificuldade relacionada a interpretacado de variantes existem
também algumas regibes no genoma com sequéncias repetitivas que podem ser
melhor avaliadas por sequenciamento long-read (BUCHERT et al., 2022). Ademais, a
publicacdo da nova versao do genoma humano (T2T), reportado recentemente por
Nurk e colaboradores (2022), pode auxiliar nos estudos futuros na busca de variantes
associadas a patogénese da MRKH.

Por fim, no presente estudo, a modelagem molecular forneceu informacdes
vélidas para a analise das variantes missense identificadas por exoma. A funcdo da
proteina estad correlacionada com sua conformacdo e, portanto, o uso dessa
ferramenta contribuiu para a avaliacdo do impacto da variante na estrutura

tridimensional da proteina.
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11  CONCLUSAO

v O CMA identificou CNVs em duas pacientes avaliadas neste trabalho,

representando 16,66% das mulheres com diagnéstico de MRKH,;

v" O sequenciamento de exoma identificou variantes candidatas em 66,66% das
pacientes participantes e foi eficiente na deteccdo das duas CNVs identificadas
anteriormente por CMA. Essa metodologia também permitiu a conclusdao do

diagnostico de duas pacientes que néo tinham seu diagnéstico estabelecido;

v Entre as 18 pacientes avaliadas, seis mulheres (33,33%) com suspeita clinica
de MRKH ndo tiveram o diagnostico confirmado, evidenciando a importancia de uma

avaliagdo detalhada em casos de suspeita clinica de MRKH;

v" A conclusdo do diagndstico de P12 como AIS e de P15 como SVT, deixa
evidente a importancia do diagnéstico diferencial em mulheres com queixa de

amenorreia priméria e caracteres sexuais secundarios desenvolvidos;

v A presenca de duas mulheres com suspeita clinica de MRKH, que
permaneceram sem diagnostico definido, juntamente com o caso de uma paciente
gue apresenta anomalia milleriana diferente da MRKH, destaca a importancia de

equipe multidisciplinar para avaliagcdo desses casos;

v Atécnica de sequenciamento de exoma possibilitou a identificacdo de variantes

candidatas que podem estar associadas a patogénese da MRKH,;

v As técnicas de CMA e sequenciamento de exoma detectaram a duplicacdo
7911.23 na paciente P8, diagnosticada com MRKH, sugerindo potencial associagao

entre a agenesia uterovaginal e a sindrome de microduplicacéo 7q11.23.
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12 APENDICE

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O (A) Senhor (a) esta sendo convidado a participar do projeto: “Analise
cromossémica por microarrays (CMA) em pacientes com Sindrome de Rokitansky". O
objetivo desta pesquisa € identificar regides genbmicas 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 omissdo total de quaisquer informacdes que permitam identifica-lo (a). Sua
participacdo ocorrerd por meio do fornecimento de amostra biolégica (sangue) para a
realizacdo de exames laboratoriais por meio do DNA extraido. O procedimento de
coleta de sangue por puncao venosa sera feito com material estéril descartavel de boa
qualidade por profissional habilitado, podendo ocasionar um pouco de dor e formacéo
de hematoma no local.

Os resultados obtidos neste projeto podem beneficiar o participante, através da
identificagdo de genes relacionados a sua condic&o, o que pode permitir precisao 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) poderd se recusar a responder questdes ou
participar de algum procedimento que Ihe 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 é voluntaria, isto €, ndo ha qualquer tipo de
pagamento por sua colaboracdo. Caso solicite, o participante podera ser ressarcido
pelos gastos com deslocamento e alimentagdo devido a participacdo nessa pesquisa.
O ressarcimento sé podera ocorrer mediante comprovacdo. Além disso, sera

garantido atendimento imediato e /ou indenizacdo diante de eventuais danos



121

comprovadamente decorrentes dessa pesquisa, vistas as medidas administrativas e
judiciais cabiveis.
Solicitamos também sua autorizacdo para armazenamento da amostra biologica de
sangue em biorrepositorio no Laboratorio de Genética da Universidade de Brasilia
para possiveis estudos futuros. O material coletado ter4 uma codificacao alfanumérica
e s6 podera ser manuseada pelos individuos diretamente relacionados com o projeto.

Se o (a) Senhor (a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor
telefone para: Dra. Aline Pic Taylor, na Universidade de Brasilia, telefone: (61) 3107-
3083, em horéario comercial ou Gabriela Corassa R. da Cunha, telefone: (61) 9977-
0862 em horéario comercial. Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. As dividas com
relagéo 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 ficara com o pesquisador
responsével 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 responsével legal

Aline Pic Taylor
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13 ANEXOS
ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNB

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - W
UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Analise Cromossdmica 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
éfica por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: G0D695T16.1.0000.5558

Instituigdo Proponente: Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5.132.513

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de emenda ao projeto "Analise Cromossomica por Microaaray(CMA) em pacientes com Sindrome
de Rokitansky", aprovado por este CEP em dezembro de 2016. Foi incluida uma nova metodologia de
investigagdo (Sequenciamento de Exoma completo), porque alguns pacientes participantes do projeto de
pesquisa ndo apresentaram alteragdes possiveis de serem observadas pelas metodologias aplicadas. Os
autores também se manifestaram na notificacdo parcial pela extensdo do cronograma da pesquisa

Objetivo da Pesquisa:

O presente trabalho tem como objetivo geral identificar regides gendmicas efou genes que confribuem para
a eficlogia da sindrome de Rokitansky, e como objetivos especificos: Descrever o conjunto de sinais clinicos
observados em um grupo de 30 pacientes diagnosticados clinicamente com a sindrome de
RokitanskyAnalisar o caridtipe destas pacientes;Avaliar a ocorréncia de alterag@es submiscroscopicas neste
grupo de 30 pacientesinvestigar mutagdes no grupo de pacientes que ndo apresentarem alteracdes no
CMAVerificar a relacio gendtipo/ffendfipo entre as alterages encontradas e o quadro clinico das pacientes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Conforme as relatadas no projeto inicial.

Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeino - Faculdade de Medicina

Bairre:  Asa Morte CEP: 70.910-200
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (51)3107-1918 E-mail: cepfmi@unb.br

Fagina 01 d= 04
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FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - W
UNB

Continuagdo do Parecer: 5.132.513

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:
Pesquisa basica e clinica que poderd esclarecer importantes achados genéticos na Sindrome de
Rokitansky.

Consideracoes sobre os Termos de apresentaciao obrigatdria:

Apresentou todos os termos de apresentag3o obrigatdria no projeto original, nao havendo necessidade de
novo TCLE para a consecucdo da pesquisa. Enfretanto, na notificacdo parcial, a solicitante informa que o
projeto devera se extender até 2026, enquanto no novo cronograma a data do término do projeto informa
que sera em 2023, sem informar os meses.

Recomendagoes:

Corrigir o cronograma em conformidade com o solicitado por esse CEP, informando os meses e as
respectivas atividades.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A emenda ndo apresenta implicacoes éticas e o colegiado julgou pela sua aprovac3o da mesma.
Consideracdes Finais a critério do CEP:

Apos apreciagdo na reunido dia 24/11/2021 do colegiado CEP/FM a emenda foi aprovada.OBS: De acordo
com a Resolucdo CNS 466/12, nos inciso 1118 & 11.20, cabe ao pesguisador elaborar e apresentar ac CEP
os relatdrios parciais e final do seu projeto de pesquisa. Bem como a notificagdo de eventos adversos, de
emendas ou modificagdes no protocolo para apreciagdo do CEP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas| PE_INFORMAGCOES_BASICAS_176143 08/11/2021 Aceito
do Projeto 5 E1.pdf 11:30:41
Outros EMENDA_A PROJETO_DE_PESQUIS | 081172021 | Gabriela Corassa Aceito

A padf 11:21:58 | Rodrigues da Cunha
Folha de Rosto folnaDeRosto_Rokitansky.pdf 01M11/2021 | Gabriela Corassa Aceito

08:56:25 | Rodrigues da Cunha

Outros Laties_GabrielaCorassa. pdf 181072021 | Gabriela Corassa Aceito
10:01:14 | Rodrigues da Cunha

Outros Laties_Aline_Pic.pdf 181072021 | Gabriela Corassa Aceito
10:00:07 | Rodrigues da

Enderego:  Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Morte CEP: 70.910-200
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (51)3107-1218 E-mail: cepfmi@unb.br

Fagina 0 de 02
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FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - GR8ranl
UNB

Continuagio do Parecer: 5.132.513

Outros Lattes_Aline_Pic.pdf 181072021 | Cunha Aceito
10:00:07
Outros Lattes_Vanessa_Sodre_de Souza pdf 181072021 | Gabriela Corassa Aceito
095936 |Rodrigues da Cunha
Outros Lattes_Silviene_Fabiana_de_Oliveira.pd| 181072021 | Gabriela Corassa Aceito
f 0%58:43 |Rodrigues da Cunha
Cutros Lattes_Rosenelle_Oliveira pdf 181072021 | Gabriela Corassa Aceito
09%:58:11 Rodrigues da Cunha
Outros Lattes_Mara_Santos_Cordoba pdf 181072021 | Gabriela Corassa Aceito
095652 | Rodrigues da Cunha
Outros Lattes_Juliana_Forte_Mazzeu pdf 181072021 | Gabriela Corassa Aceito
0%:56:25 | Rodrigues da Cunha
Outros Lattes_Daniela_Mara_de_Oliveira.pdf 18M072021 | Gabriela Corassa Aceito
08:55:45 | Rodrigues da Cunha
Outros Lattes_Ana_Carolina_Vagueiro_Figueire| 18M07/2021 | Gabriela Corassa Aceito
do.pdf 08:54:51 | Rodrigues da Cunha
Cronograma cronograma.pdf 13/0972021 | Gabriela Corassa Aceito
15:47:33 | Rodrigues da Cunha
Projeto Detalhado /| Projeto_alteracoes_marcadas.docx 13/0972021 | Gabriela Corassa Aceito
Brochura 15:43:27 | Rodrigues da Cunha
Investigador
Projeto Detalhado /| Projeto_alteracoes_incorporadas. pdf 13/0972021 | Gabriela Corassa Aceito
Brochura 15:43:10 | Rodrigues da Cunha
Investigador
Crgamento Orcamento. pdf 220972016 | Gabriela Corassa Aceito
09%23:44 |Rodrigues da Cunha
TCLE / Termos de  [termo_de_assentimento_13_a_17_anos| 220972016 | Gabriela Corassa Aceito
Assentimento / pdf 092257 | Rodrigues da Cunha
Justificativa de
Auséncia
Outros carta_de_encaminhamento_rokitansky. p| 29082016 | Gabriela Corassa Aceito
df 2004528 | Rodrigues da Cunha
TCLE/ Termos de  [termo_de_assentimento_10_a_12_anos| 090772016 | Gabrela Corassa Aceito
Assentimenta 7 pdf 10:2542 | Rodrigues da Cunha
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de  [termo_de_assentimento_6_a_9 anos.pd| 090772016 | Gabriela Corassa Aceito
Assentimento / f 10:25:19 | Rodrigues da

Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-200
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefore: [(51)3107-1912 E-mail: cepfmi@unb. br
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Justificativa de termo_de_assentimento_6_a_ 9 anos.pd| 09072016 | Cunha Aceito

Auséncia f 10:29:19

TCLE !/ Termos de | TCLE pdf 09072016 | Gabriela Corassa Aceito

Assentimenta f 10:28:58 | Reodrigues da Cunha

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /| Rokitasky_plataforma_brasil pdf 04072016 | Gabriela Corassa Aceito

Brochura 09:55:58 | Rodrigues da Cunha

Investigador

Declaragdo de Aceite_Insfituicao_Rokitansky pdf 24/06/2016 | Gabriela Corassa Aceito

Instituicdo e 10:23:55 |Reodrigues da Cunha

Infraestrutura

Declaragdo de Termo_de_responsabilidade_Rokitansky| 24/06/2016 | Gabriela Corassa Aceito

Manuseio Material | pdf 10:22:42 Rodrigues da Cunha

Bioldgico /

Biorepositdrio /

Biohanco

Outros Termo_de_imagem pdf 24062016 | Gabriela Corassa Aceito
10:14:11 Rodrigues da Cunha

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciacido da CONEP:
Mao

BRASILIA, 28 de Movembro de 2021

Assinado por:

Antdnio Carlos Rodrigues da Cunha
(Coordenador(a))

Enderego:

Bairre: Asa Morte CEP: 70.310-200
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: [(51)3107-1218 E-mail: cepfmi@unb.br

Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
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