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Project abstract:

Mammalian sexual development depends on a complex network of regulatory genes, signaling
proteins, hormones, and their cellular receptors. Failures in the processes of sex determination and
differentiation can generate abnormalities in the individual's sexual development. Those congenital
conditions are called Disorders of Sexual Developmental (DSD). DSD can be classified into
several categories including any condition in which there are alterations in the constitution of the
sex chromosomes, usually associated to a set of stigmas and body dysmorphisms. Patients with
45,X/46,XY mosaicism or variants, who have more than two different cell lineages felled from the
same zygote and/or structural anomalies in the Y chromosome will be studied in this project owing
to the frequency or spectrum of clinical-therapeutic repercussions. Forgoing research suggests that
the etiology of these conditions is associated to microdeletions on a specific region of the Y (Yq)
where a group of genes called Azoospermia Factor (AZF) is located. AZF consists in three sub-
regions: AZFa, AZFb and AZFc. It is acknowledged that the absence of these segments is more
prevalent in azoospermic men or with severe oligozoospermia, moreover some studies indicate that
this structural loss is related to the formation of 45,X lineages. From then on, it is considered that
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deletions in these sub-regions, in particular AZFc, may predispose to Y loss, leading to
45,X/46,XY mosaic chromosomal DDS and variants. This project investigated the presence of
microdeletions in the Y in 21 patients with mosaicism or its variants, using individual and
Multiplex PCR (Polymerase Chain Reaction) techniques, in which 34 STSs (Sequence Tagged
Sites) were analyzed. The results will contribute to a better understanding of the etiology of this
condition and establish possible associations of variations in the number of copies of Yq genes with
the manifested phenotypic characteristics and gonadal tumors frequently presented by patients with
mixed gonadal dysgenesis. In total, microdeletions were identified in 8 patients, representing 38%
of the cohort, and the AZFc subregion presented the highest incidence of deletions. The findings
made it possible to establish a likely connection between the loss of specific Yq segments, the
chromosome instability and the consequent formation of 45,X cell lineages.
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Microdelecoes na regiao AZF do cromossomo Y em portadores de Diferencas do
Desenvolvimento Sexual (DDS) por anosmalidades cromossomicas 45,X/46,XY e
variantes

Coleta de Dados

Que dados serao coletados ou criados?

Considerando as evidéncias da literatura, que associam as microdele¢des nas sub-regides AZF do Yq a
instabilidade do cromossomo e ao consequente surgimento das linhagens celulares 45,X, esse trabalho
se propos a avaliar a presenca de microdelecdes em uma coorte de pacientes brasileiros portadores de
DDS por anormalidades cromossdmicas com mosaicismos 45,X/46,XY e variantes, acompanhados em
um hospital terciario (Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP) e centro de referéncia
para diagnostico e tratamento de pacientes portadores de DDS. A avaliacdao da ocorréncia desse
mecanismo etiolégico neste grupo de pacientes, além do estabelecimento de uma correlacdo entre os
achados e as caracteristicas fenotipicas destes individuos, bem como a presenca de tumores gonadais,
poderdo contribuir no esclarecimento dos complexos mecanismos envolvidos na perda de um
cromossomo sexual durante as primeiras divisdes celulares do zigoto, mecanismo este responsavel por
uma parcela expressiva de pacientes portadores de Diferencas do Desenvolvimento Sexual.

Como os dados serao coletados ou criados?

Foram selecionadas 34 Sequence Tagged Sites (STS) localizados na regidao AZF do cromossomo Y. Tais
sequéncias marcadas, por apresentarem uma Unica ocorréncia no genoma que é conhecida, podem ser
facilmente detectados pela técnica PCR (Polimerase Chain Reaction) utilizando-se um par de primers
especificos para cada regido e, portanto, sdo muito Uteis para a detecgdao de microdelecdes em certos
genes. Assim, as delecdes serdo identificadas a partir das técnicas de PCR individual e Multiplex e os
produtos analisados por eletroforese em gel de agarose.

Documentacao e Metadados

Que documentacao e metadados acompanharao os dados?

Os dados obtidos serdao acompanhados dos procedimentos metodol6gicos, como os parametros
utilizados nas reacées de PCR (reagentes, concentracdo, volume e confirguracdo do termociclador),
protocolo de extracdo de DNA de amostras de leucécitos de sangue periférico e preparacio de gel de
agarose para a eletroforese.

Etica e Conformidade Legal

Como vocé administrara qualquer questao ética?

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, de
acordo com o parecer numero: 24372. Todos os pacientes ou tutores legais e pais convidados que
aceitaram participar da pesquisa, assinaram o Termo de Consentimento de Livre e Esclarecimento.



Como vocé vai gerenciar os direitos autorais e os direitos de propriedade intelectual (IP /
IPR)?

Armazenamento e Backup

Como os dados serao armazenados e terdo backup durante a pesquisa?
Todos os protocolos utilizados serdo descritos em cadernos de laboratério. Quanto aos dados obtidos,
todos serdao organizados em arquivos de Excel dos computadores do Laborat6rio de Hormonios e

Genética Molecular/LIM42 - Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento, Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

Como voceé vai gerenciar o acesso e a seguranca?

Os cadernos ficam armazenados no Laboratério LIM-42 e, quando ndo ha ninguém no laboratério, este
permanece trancado. Os computadores com as planilhas dos dados obtidos podem ser acessados pelos
membros do laboratoério.

Selecao e Preservacao

Quais dados sao de valor a longo prazo e devem ser mantidos, compartilhados e / ou
preservados?

Todos os dados obtidos serdo mantidos a longo prazo e compartilhados entre os pesquisadores do
laboratério para futuras pesquisas.

Qual é o plano de preservacao a longo prazo do conjunto de dados?

Manter as planilhas com os dados obtidos salvas nos computadores do laboratério.

Compartilhamento de Dados

Como voceé vai compartilhar os dados?

Ainda ndo se sabe. Gostariamos de publicar um artigo em alguma revista cientifica.

Existem restricoes ao compartilhamento de dados requeridos?

Nao.

Responsabilidades e Recursos

Quem sera responsavel pelo gerenciamento de dados?



Laura da Silva Salvanini e Dra. Sorahia Domenice.

Quais recursos vocé precisara para entregar seu plano?

Todos os recursos a serem utilizados pertecem ao Laboratério de Horménios e Genética
Molecular/L.LIM42 - Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento, Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.



