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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.130.152

Apresentacao do Projeto:

As informacdes contidas nos campos "Apresentacdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacéo dos
Riscos e Beneficios" foram obtidas dos documentos apresentados para apreciacdo ética e das informacdes
inseridas pelo Pesquisador Responséavel do estudo na Plataforma Brasil. Resumo: As condi¢des que
apresentam desenvolvimento genital e/ou gonadal incompleto ou desordenado levando a uma discordancia
entre o sexo genético, gonadal e fenotipico do individuo afetado sédo classificadas como Distlrbios da
Diferenciacdo do Sexo (DDS). Dentre eles, a disgenesia gonadal (DG) se refere a um conjunto de
anormalidades em individuos que apresentam gbnadas disgenéticas por falhas em genes envolvidos no
processo de desenvolvimento gonadal embrionario. Até o0 momento, 0s genes que apresentam uma maior
frequéncia de mutagfes associados ao quadro de DG 46,XY, sdo o SRY, o NR5A1 e o MAP3K1, entretanto,
juntos, eles explicam apenas cerca de 40% dos casos. Recentemente, trés grupos de pesquisa
independentes identificaram varia¢des patogénicas no gene DHX37 o qual ndo havia sido associado
anteriormente a nenhuma forma de DDS e o relacionaram a disgenesia gonadal (DG) e a sindrome de
regressao testicular (SRT). Este gene codifica a DEAH-box RNA helicase da familia das RNA helicases, que
sdo enzimas envolvidas nos processos de transcricdo, splicing, degradacao, entre outros. A enzima DHX37
€ expressa nos fibroblastos, nas células endoteliais e epiteliais do
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epididimo e nos testiculos fetais e adultos, especialmente nas células de Leydig. Apenas dez variantes
foram descritas no gene DHX37 em uma frequéncia relativamente alta em pacientes com DG 46,XY e SRT,
sugerindo uma forte relacdo com DDS. Desta maneira, o objetivo deste trabalho ser4 a triagem molecular
do gene DHX37 em uma amostra de 20 pacientes com DDS 46,XY com Disgenesia Gonadal Parcial e SRT
em busca de variantes que possam se correlacionar com feno6tipo apresentado por esses pacientes.
Metodologia Proposta: Serdo desenhados primers especificos para todos os 27 éxons do gene DHX37,
parte das regides intrdnicas (para verificacdo da regido de splicing) e as regides 5™ e 3" flanquadoras. Os
fragmentos de interesse serdo amplificados pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
purificados em gel de agarose com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega). Estas
amostras serdao quantificadas usando o Nanodrop 8000 - Multi-Sample Micro-Volume UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) e entdo sequenciadas. O sequenciamento serd realizado em
placas de 96 amostras utilizando-se o BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Kit V3.1 Ready Reaction
(ABI PRISM/Life Technologies, USA). Apds as reacfes de sequenciamento, as placas serdo purificadas e
lidas no sequenciador automatico ABI3500xL genetic analyzer (Applied Biosystems®). As sequéncias
obtidas serdo analisadas e comparadas com as sequéncias de referéncia do gene DHX37 (NM_032656.4)
contida no site www.esembl.org, com o auxilio dos programas Chromas v. 2.6 e CLC Sequence Viewer.
INTRODUCAO 1.1. Desenvolvimento Sexual Normal e os Disturbios da Diferenciacéo do Sexo A fase do
desenvolvimento sexual em mamiferos é de extrema importancia para garantir a continuidade da
diversidade genética entre as espécies [Arboleda et al., 2015]. Em humanos, esse processo pode ser
dividido principalmente em duas etapas: a determinacao sexual e a diferenciacdo sexual. A determinacao
sexual ocorre no momento da fecundacgéo, e é estabelecida pelo sexo cromossdmico, levando a formacgéo
de um individuo do sexo masculino ou feminino; isso ira resultar na diferenciacéo das gbnadas bipotentes
em testiculos, na presengca do cromossomo Y, ou em ovarios, na auséncia desse cromossomo. Ainda
nessa fase, ocorre a expressdo do gene SRY, localizado no cromossomo Y, que ira iniciar a cascata de
expressdo génica dentro das células de Sertoli, levando a diferenciagdo morfoldgica dos testiculos. Ja na
fase da diferenciacdo sexual ocorre a resposta aos hormonios produzidos pelas gbnadas, com os testiculos
secretando testosterona e diidrotestosterona, responsaveis por virilizar a genitalia externa e manter os
ductos de Wolff, além do hormdnio anti-muleriano (AHM), que fara com que os ductos de Miller
(precursores das estruturas genitais internas femininas) regridam; por outro lado, na auséncia de secre¢do
destes hormdnios pelos ovarios, ocorrera a diferenciagdo dos dutos de Miller nos genitais internos
femininos [Arboleda et al., 2015; Maciel-
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Guerra & Guerra Junior, 2019; Mello et al., 2011]. Se alguma etapa desse processo for interrompida ou
modificada, havera falha no desenvolvimento das gdnadas ou na acao da sintese de horménios, levando
aos Disturbios da Diferenciagcdo do Sexo [Arboleda et al., 2015]. O termo Distlrbio da Diferenciacao do
Sexo (DDS) caracteriza-se pelo desenvolvimento genital ou gonadal incompleto ou desordenado, levando a
uma discordancia entre o sexo genético, gonadal e fenotipico do individuo afetado [Lee et al., 2006;
Hughes, 2008]. A incidéncia desses disturbios é de um em cada 4.500 - 5.5000 nascimentos, porém esse
namero ndo é exato, uma vez que apenas uma peguena por¢ao desses pacientes procuram por assisténcia
médica [Lee et al., 2016]. Entre os DDS 46,XY, a disgenesia gonadal refere-se a um conjunto de
anormalidades em individuos que apresentam gbnadas disgenéticas por falhas em genes envolvidos no
processo de desenvolvimento gonadal. Dentre o espectro das disgenesias gonadais, duas formas foram
recentemente associadas as variagdes patogénicas no gene que serd alvo de estudo neste projeto, o
DHX37. A primeira delas é a disgenesia gonadal parcial (DGP), que € caracterizada pelo cariétipo 46,XY
sem mosaicismo, diferentes graus de ambiguidade genital, gdnada nédo palpavel uni ou bilateralmente e
gonadotrofinas elevadas com testosterona normal ou diminuida durante a minipuberdade ou na fase
puberal [Maciel-Guerra & Guerra Junior, 2019]. O segundo, é a Sindrome de Regressao Testicular (SRT),
gue também ocorre em pacientes com caridtipos 46,XY, na presenca de genitalia ambigua ou micropénis,
com anomalias na formacdo dos dutos seminais e falta de tecido gonadal uni ou bilateralmente [Pirgon &
Diundar, 2012]. Diversos genes participam do processo de diferenciacdo e determinagdo sexual em
humanos (Figura 1). Para a formacao dos testiculos em individuos 46,XY, além do gene SRY, outros
apresentam um papel fundamental, como é o caso do SOX9, que juntamente com o SRY, atua na
diferenciacdo e proliferacdo das células de Sertoli. O gene NR5A1 também age em conjunto com esses
dois genes, e os trés sdo fundamentais para a determinagéo testicular; além disso nas células precursoras
de Sertoli, este interage com GATA4, e ambos regulam a expressao do SRY [Biason- Lauber, 2010]. Outros
genes também estédo envolvidos na diferenciacao testicular, e podem levar a DDS 46,XY, como exemplo cita
-se: 0 NROB1 (também conhecido como DAX1), localizado no cromossomo X, que quando duplicado leva a
disgenesia gonadal e fenotipo feminino; os DMTR1 e DMRT2, relacionados aos fenétipos de disgenesia
gonadal e genitdlia ambigua; o ZFPM2 (também conhecido como FOG2), que atua juntamente com o
GATA4, sendo fundamental no desenvolvimento testicular, e que também esta associado a disgenesia
gonadal; e, os DHH, WNT4 e RSPO1 que atuam nas vias de sinalizacdo -catenina e MAP quinases do
desenvolvimento testicular; mutagdes no gene DHH ja foram descritas em alguns casos de disgenesia
gonadal pura.
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Além de outros como: MAMLD1, CBX2, ATRX [Arboleda et al., 2015]. Até o momento, 0s genes mais
frequentemente associados ao quadro de DG 46,XY, sdo 0 SRY, o NR5A1 e o0 MAP3K1, entretanto, juntos,
eles nao explicam nem 40% dos casos [Bashamboo & McElreavey, 2016]. Variantes patogénicas em outros
genes como SOX9, GATA4, DMRT1, DHH, NROB1, entre outros, também ja foram relatados em casos de
DG, entretanto determinar a etiologia na maioria dos casos ainda € um grande desafio. 1.2. O gene DHX37
Recentemente, trés grupos independentes de pesquisa [Buonocore et al., 2019; da Silva et al., 2019;
McElreavey et al., 2019] encontraram variantes patogénicas no gene DHX37 e as associaram a duas
formas de DG, a DGP e a SRT. Esse gene codifica uma RNA helicase pertencente a familia DEAH-box.
RNA helicases sdo enzimas essenciais para o metabolismo de mRNAs, com dominios bastante
conservados e atuam em diferentes processos, como transcricao, splicing, mRNA decay, traducdo, entre
outros [Bourgeois et al., 2016]. Variantes identificadas nas RNAhelicases estdo geralmente associadas com
ribossomopatias, sendo algumas delas responsaveis por quadros de cirrose em crianca (MIM 607456),
infertilidade e cancer de ovérios (MIM 300508) e Sindrome de Bowen—Conradi (MIM 211180) [Sondalle &
Baserga, 2014]. A descoberta de variantes neste gene associadas a DDS abriu uma nova janela de
investigacdo molecular para esses casos. O gene DHX37 (DEAH BOX POLYPEPTIDE 37, OMIM * 617362),
esta localizado no brago longo do cromossomo 12 (regido 24.31), é formado por 27 éxons distribuidos em
uma regido gendmica de cerca de 42 kb. Codifica a RNA helicase DHX37 (NP_116045). Esta enzima
contém 1157 aminoacidos com quatro dominios principais: C-terminal domain, helicase-associated 2
domain, N-terminal domain, oligonucleotide/oligosaccharidelike domain. Dentro desses dominios, existem
motivos bastante conservados responséaveis pela ligacdo e quebra do ATP (RecAl e RecA2), ligacdo com
acidos nucléicos e interacdo com nucleotideos [Sloan & Bohnsack, 2019; Buonocore et al., 2019]. A
RNAhelicase DHX37 é expressa durante a determinacdo e desenvolvimento dos testiculos durante a
infancia, e na fase adulta, ela se expressa em diversos tecidos, como nos fibroblastos, nas células
endoteliais e epiteliais do epididimo e nos testiculos especialmente nas células de Leydig (Figura 2).
Estudos mostraram que a expressao de DHX37 em humanos é maior em células cancerigenas testiculares
do que em outros tecidos, sugerindo que esta enzima esteja relacionada com a regulagéo do processo de
proliferacdo celular em testiculos [da Silva et al., 2019; Uhlen et al., 2017]. Outro trabalho envolvendo
experimentos em zebrafish com uma variante no gene Dhx37 demostraram que este gene esta envolvido
no processo de splicing do transcrito primario do RNA (pré-mRNA), com especificidade para algumas
linhagens celulares [Hirata et al., 2013]; segundo pesquisadores isso poderia sugerir que algumas formas
de DDS 46,XY causadas por
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anormalidades no desenvolvimento inicial do testiculo, podem ser consideradas como uma forma de
ribossomopatia [McElreavey et al., 2019]. Entretanto o exato mecanismo que explica como uma variante em
uma RNAhelicase esta associada a diferentes fenétipos em humanos ainda é desconhecido. Artigos
publicados em 2019 relataram pela primeira vez a associacdo de variantes patogéncias no gene DHX37
com casos de DDS. Até o momento foram descritas apenas dez alteragbes em apenas trés trabalhos
publicados (Tabela 1). McElreavey e colaboradores [McElreavey et al., 2019] estudaram 145 individuos de
um grupo de DDS 46,XY e encontraram seis variantes patogénicas em 13 pacientes, sete diagnosticados
com DG 46,XY, dois classificados como DDS 46,XY e quatro com SRT. Da Silva et al. [da Silva et al.,
2019], relataram quatro variantes em 17 casos também de DG e SRT de um grupo de 87 pacientes DDS
46,XY, evidenciando uma frequéncia de variacdes putativamente patogénicas em 19% dos casos. O ultimo
trabalho publicado foi por Buonocuore e colaboradores [Buonocore et al., 2019], descrevendo duas
variacdes patogénicas em quatro casos de DGP de um grupo de 25 pacientes. As dez variantes foram
descritas em heterozigose, herdadas da méae, do pai ou de novo, indicando um padrdo de heranca
autossbmico dominante com penetréncia incompleta. Metodologia de Analise de Dados: Leitura do
sequenciamento do DNA de cada paciente, comparando com a sequéncia de referéncia. Desfecho
Primario: Identificar variantes patogénicas que possam explicar o fenotipo dos pacientes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

A busca por genes candidatos associados a casos de DDS 46,XY tem aumentado significativamente com as
técnicas de sequenciamento massivo.

Porém a maioria dos casos ainda possuem um diagnostico elusivo. Sendo assim os objetivos desse projeto
séo:

- Triagem molecular do gene DHX37 em pacientes com DGP 46,XY e SRT;

- Estimar a frequéncia de mutacdes no gene DHX37 nos casos estudados, estabelecendo uma correlacéo
genatipo-fendtipo.

- Confirmar a associacao deste gene como um novo candidato relacionado a DDS 46,XY.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Nao ha riscos previsiveis, alem do risco de identificacao. Para evitar que isso ocorra, as amostras serdo
codificadas apenas por numeros e a chave de ligacdo entre nimeros e nomes de pacientes sera
armazenada em programa de computador protegido por senha, garantindo assim o sigilo a respeito da
identificacdo de cada individuo.
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Beneficios:
Este estudo propde buscar mutacfes no gene DHX37 para possivel diagnéstico molecular preciso, com
objetivo exclusivamente cientifico. Nao havera beneficios direto para os pacientes.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Aluno:Felipe Rodrigues de Oliveira

Orientadora:Dra. Helena Fabbri-Scallet, CBMEG-UNICAMP

Equipe:

Prof. Dr. Gil Guerra Junior, FCM-UNICAMP

Profa. Dra. Maricilda Palandi de Mello, CBMEG-UNICAMP

Local de execucéo:

Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética, UNICAMP

O pesquisador responsavel pelo projeto original, onde as amostras foram coletadas, € membro da equipe
deste projeto; o que justifica a tramitacdo das amostras de um biorrepositério para outro.

Tamanho da Amostra no Brasil: 20

0s prontuéarios dos pacientes poderdo ser revisados para obtencdo de maiores informacfes sobre a parte
clinica dos individuos estudados.

CRONOGRAMA: Reagfes de Sequenciamento 06/04/2020 31/08/2020.

ORCAMENTO:R$ 9.500,00. Sem patrocinador.

Solicita sigilo da integra do projeto de pesquisa: Por 3 anos.

Projeto completo:Projeto_IC_DHX37_Final.pdf 29/01/2020:

Casuistica

Serdo estudados 20 pacientes classificados com DGP 46,XY ou SRT com

etiologia indefinida, encaminhados do Grupo Interdisciplinar de Estudos dos Disturbios
da Diferenciacéo do Sexo (GIEDDS), do Hospital das Clinicas (HC) — UNICAMP. Os
critérios de incluséo seréo:

« Cariétipo 46,XY;

* Presenca de genitélia ambigua tipica ou apenas micropénis;

» Auséncia de mutacdo nos genes SRY e NR5A1.

 Auséncia de gbnadas ou presenca de gbnadas disgenéticas

Propde dispensa do TCLE?
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Justificativa:

O TCLE ja assinado pelos pacientes do GIEDDS faz parte de um projeto , antigamente chamado “guarda-
chuva”, com o titulo de “Avaliacao interdisciplinar dos disturbios da determinacao e diferenciacao do sexo”.
A partir dele, foram coletadas diversas amostras de material genetico que se encontram em nosso
laboratorio e possibilitaram o andamento de nossa pesquisa para diferentes genes associados a via de
diferenciacao sexual. Como grande parte desses pacientes ainda estao com o diagnostico elusivo, quando
surge na literatura algum novo gene candidato, buscamos tria-los, a fim de estabelecer uma correta
correlacao genotipo-fenotipo. Além disso, enfrentamos grande dificuldade em contatar a maioria dos
pacientes, uma vez que estes ndo estdo mais em tratamento e perderam o seguimento.

As amostras aqui analisadas ja foram coletadas durante o projeto “guardachuva” intitulado “Avaliacao
interdisciplinar dos disturbios da determinacao e diferenciacao do sexo” e todos os pacientes envolvidos ja
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Estas amostras foram armazenadas em
nosso laboratorio e possibilitaram o andamento da pesquisa para diferentes genes associados a via de
diferenciacao sexual. Como grande parte desses pacientes ainda estao com o diagnostico elusivo, a
descricao do gene DHX37 como um novo gene candidato, possibilita a triagem destes individuos a fim de
estabelecer uma correta correlacao genotipo-fenotipo. O projeto ja foi submetido para a Plataforma Brasil
(processo CAAE 28855720.0.0000.5404) e esta aguardando aprovacao.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:

- Folha_de_rosto_plBrasil.pdf 29/01/2020:patrocinio ndo se aplica, tamanho amostral de 20 participantes,
assinado pela diretora do CBMEG.

- CEP_GIEEDS_2.pdf 03/02/2020 :parecer de aprovagdo de um projeto anterior CAEE0340.01.146.000-16.
- Termo_de_Adesao_PPPD.pdf 03/02/2020 : trata-se de um "Termo de Adesao - Programa de
Pesquisador de Pos-Doutorado” da pesquisadora, datado de marco de 2019.

- Biorrepositorio_ DHX37.pdf 03/02/2020 : em nome do projeto de pesquisa, com pendéncias.

Para a presente versdo:
- Carta_resposta_DHX37_V3.pdf 22/06/2020:com resposta as pendéncias.
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- Projeto_IC_DHX37_Final_PB.pdf 22/06/2020 : com destaque nas alterages.
- PB_INFORMAGOES BASICAS DO_PROJETO_1499917.pdf 22/06/2020 :
- Biorrepositorio_plBrasil_DHX37_V4.pdf 22/06/2020 : com destaque nas alteragdes.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Apébs adequaces e esclarecimentos o projeto e considerado aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

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

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

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

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

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacgéo
do CEP para continuidade da pesquisa.

- Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem
juntadas ao protocolo inicial.

- Relat6rios parciais semestrais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apoés a
data deste parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

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

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 22/06/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1499917.pdf 12:01:59
Outros Carta_resposta_DHX37_V3.pdf 22/06/2020 |HELENA FABBRI Aceito

12:00:54 |SCALLET
Projeto Detalhado / |Projeto IC_DHX37_Final_PB.pdf 22/06/2020 |HELENA FABBRI Aceito
Brochura 12:00:29 |SCALLET
Investigador
Declaracao de Biorrepositorio_plBrasil_DHX37_V4.pdf | 22/06/2020 |HELENA FABBRI Aceito
Manuseio Material 11:57:33 | SCALLET
Biolégico /
Biorepositorio /
Biobanco
Folha de Rosto Folha_de_rosto_plBrasil.pdf 29/01/2020 |HELENA FABBRI Aceito
09:38:50 |SCALLET

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Né&o
CAMPINAS, 02 de Julho de 2020
Assinado por:
Maria Fernanda Ribeiro Bittar
(Coordenador(a))
Endereco: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126
Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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