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A puberdade é a fase que marca a transi¢géo da infancia para a fase adulta, sendo evidenciada
por mudancas fisiologicas, psicolégicas e sociais que apontam o desenvolvimento de
caracteres sexuais e 0 amadurecimento da capacidade reprodutiva. Dentro das reacdes
enddcrinas, a reativacdo do eixo Hipotadlamo-Hipofise-Gonadal (HHG) é responséavel pelo
desenvolvimento dos caracteres sexuais e por estimular a sintese de horménio foliculo
estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH). A ativacdo prematura do eixo HHG resulta
em individuos com puberdade precoce central (PPC), caracterizada pela evolu¢ao puberal
prematura. Como consequéncia dessa afec¢ao tém-se o aumento das gonadas, antecipagéo
da menarca, desenvolvimento mamario e aumento do nimero e espessura dos pelos. Um
paciente é diagnosticado com PPC quando os sinais e sintomas manifestam-se em meninos
menores de 9 anos e meninas menores de 8 anos de idade. Estudos demonstram que
mutacdes nos genes KISS1, KISS1R, LIN28B, GPR54 e MKRN3 estdo associadas a
puberdade precoce. Muta¢ces no gene MKRN3 sdo descritas em estudos como responsaveis
pela PPC idiopatica. O objetivo do presente estudo foi investigar a ocorréncia de mutacdes
no gene MKRN3 em 30 pacientes previamente diagnosticados com PPC residentes no
Distrito Federal e entorno. Para realizacdo da pesquisa foram coletadas amostras de sangue
periférico dos pacientes, por punc¢do intravenosa, e extragdo do DNA por meio do kit da
QiAgen. O material genético obtido foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
sendo realizada a amplificagdo do gene MKRN3 por pares de oligonucleotideos iniciadores
especificos. A amplificacdo dos produtos de PCR foi confirmada em gel de agarose a 1% e
os produtos foram submetidos ao sequenciamento automatico de Sanger. A andlise do
sequenciamento foi realizada pelo software Sequencher® e os resultados encontrados foram
comparados com os principais bancos de dados gendmicos. Foram identificados dois
pacientes com mutagcbes autossémicas dominantes de penetrancia incompleta no gene
MKRN3, sendo duas irmds com mutacdo missense ¢.982C_T/p.Arg.328.Cys. A primeira
paciente foi incluida no estudo com 7 anos e 11 meses de idade apresentando menarca e
pubarca aos 7 anos 8 meses, telarca aos 7 anos, idade 6ssea de 11 anos, e P2M3 na escala
de Tanner. A segunda paciente, com 7 anos e 2 meses de idade apresentando telarca e
axilarca aos 6 anos, e P2M2 na escala de Tanner. Os resultados do presente estudo foram
fundamentais por auxiliarem no desenvolvimento de pesquisas que estabelecem a relacdo
fisiolégica entre os achados genéticos e os fenétipos de afeccdes, nos quais é possivel a
ampliacdo das informagfes descritas na literatura sobre puberdade precoce. Os dados
obtidos séo importantes por possibilitarem o acompanhamento genético dos pacientes e a
identificacdo de novos casos familiares, como apontados em estudos que evidenciam a
ocorréncia de PPC familiar. A investigacdo genética de outros membros das familias com
pacientes diagnosticados € de suma importancia para detectar a patogénese das mutacdes



e potencializar o sucesso do tratamento. Mesmo com 0 avanco dos estudos, a investigacao
das causas da puberdade precoce ainda necessita de maior aprofundamento sendo uma area
de destaque para pesquisas cientificas.

Palavras-Chave: Puberdade precoce. Desenvolvimento sexual. Gonadotrofina.
Hipotdlamo. MKRNS3.



Introducao

A puberdade é a fase de alteracdes fisicas, bioguimicas e psicossociais que
sdo reguladas por interacdes neuroendocrinas, génicas e por pressfes do meio
externo. O inicio da fase pubere normal é caracterizado pelo reaparecimento de
pulsos do Hormonio Liberador de Gonadotrofina (GnRH), aumento no volume das
gbnadas em ambos 0s sexos, desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios
como pelos, desenvolvimento das mamas em meninas e pelos faciais em meninos.
Esses processos sinalizam a maturidade sexual para a reproducédo (BESSA et al.,
2017; OH et al., 2017).

A ativacdo prematura do eixo Hipotalamo-Hipdéfise-Gonodal (HHG) resulta em
individuos com Puberdade Precoce (PP), caracterizados pelo desenvolvimento
prematuro dos caracteres sexuais secundarios, como o aumento do volume das
gbnadas, avanco do crescimento 0sseo, antecipacdo da menarca em meninas, da
pubarca, da telarca, e atraso na estatura final. Tratando-se, entdo, do
amadurecimento sexual prematuro em meninas com idade inferior a 8 anos e meninos
a 9 anos. A puberdade precoce é classificada em Puberdade Precoce Periférica
(PPP) e puberdade precoce central (PPC)(KRSTEVSKA-KONSTANTINOVA et al.,
2014; SIMON et al., 2015).

A Puberdade Precoce Periférica da-se pelo desenvolvimento dos caracteres
sexuais secundarios sem a ativacdo do eixo HHG, podendo ser estimulada por
adrenarca, que se tratam de horménios secretados pelas glandulas adrenais, e por
fatores externos ao organismo, como exposicdo a horménios exdgenos. Cistos
ovarianos e algumas sindromes associadas ao sistema reprodutor também podem
realizar essa ativacao precoce, como € o0 caso da mutacao do receptor do horménio
luteinizante (LHR), sindrome de McCune-Albright (MAS) e testotoxicose, causadora
de pseudo puberdade precoce (ERSQY et al., 2017; MELMED et al., 2015).

A puberdade precoce central é caracterizada pelo desenvolvimento pubere
prematuro, decorrente da ativacdo precoce do eixo HHG. Esse evento pode ocorrer
devido a lesbes no Sistema Nervoso Central (SNC), causa organica da PPC (RAMOS
et al., 2017), ou pela ativacdo sem fatores diagnosticados, denominada PPC
idiopatica. A puberdade precoce central idiopatica tem incidéncia de 1:5.000 a
1:10.000 e é mais frequente em individuos do sexo feminino, tendo uma proporcao
de 3-23 meninas: 1 menino diagnosticado (CAREL; LEGER, 2008; PARTSCH;



HEGER; SIPPELL, 2002). O tipo organico de puberdade precoce é mais frequente
em individuos do sexo masculino, enquanto o tipo idiopatico tem predominancia em
individuos do sexo feminino, cerca de 90% dos casos (CHEN et al., 2017).

Os processos envolvidos no desenvolvimento puberal ainda necessitam de
estudos, mas sabe-se que fatores ambientais, genéticos, fisicos e alimentares estao
atreladas as respostas enddcrinas do organismo. Dentre as interagdes genicas, as
mutacOes destacadas pela literatura comprovam que as alteracées no gene MKRN3
(Makorin Ring Finger Protein 3) sédo associadas a PPC Idiopatica. (CHEN et al., 2017).
A partir desta problematica o objetivo do presente estudo foi investigar a ocorréncia
de mutacdes no gene MKRN3 em 30 pacientes previamente diagnosticados com
Puberdade Precoce Central Idiopatica.)

Este estudo faz parte de um projeto maior, o qual é subsidiado pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPg) com numero
462346/2014-5 (ANEXO A) e propde-se a colaborar para o aumento da casuistica da
patogénese da PPC, ao estudar uma nova série de individuos acometidos que podera
ser somada aos casos ja descritos e estudados em outros centros do pais.



Referencial tedrico

O hormaonio liberador de gonadotrofina € liberado do periodo fetal até apos o
nascimento do individuo, com a breve ativacao do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Gonodal
(HHG), secretando picos de GnRH. Esse processo € breve e natural, e sé volta a
ocorrer na fase de desenvolvimento pubere, no momento da adolescéncia com o
retorno da sua sintetizacdo pelo eixo HHG. Apds seu estimulo sdo secretados, por
consequéncia, as gonadotrofinas e os esteroides sexuais (BULCAO MACEDO;
NAHIME BRITO; LATRONICO, 2014).

O GnRH é responsavel pelo estimulo do Hormonio Luteinizante (LH) e do
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH), responsaveis respectivamente pela producao
e desenvolvimento dos gametas sexuais, e pela sintese de esteroides, como o
estradiol e a testosterona. A atividade gonodal é controlada pelos pulsos de GnRH e
pela frequéncia com que esse horménio é secretado, estando diretamente
relacionado ao eixo reprodutivo (BRITO et al., 1999; MELMED et al., 2015; NEELY et
al., 1995).

O desenvolvimento pubere de individuos do sexo feminino inicia-se, em média
entre 8 e 12 anos de idade, com pulsos de GnRH, estimulando a sintese e liberacdo
do Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e o Hormonio Luteinizante (LH) pela hipdfise.
O FSH é responsavel pelo desenvolvimento mamario (telarca), aumento do volume e
espessura de pelos pubianas (pubarca) e corporais, 0 aumento do volume do utero,
desenvolvimento do endométrio e por estimular a secrecdo de estrogénio (CRINO et
al., 2008; MACEDO; ABREU; et al., 2014).

O LH é responsével pelo desenvolvimento do corpo luteo, dos foliculos de
Graaf e pela ovulac@o. A menarca ocorre com a descamacgao do endométrio formado,
ocorrendo sem a liberacdo de Gvulos nas menstruacdes iniciais. A faixa etaria do
aparecimento desses caracteres esta relacionada a aspectos étnicos, nutricionais,
condi¢cBes genéticas, ambientais e a idade da menarca da mae(GAJDOS et al., 2010;
MELMED et al., 2015; ONG et al., 2009a).

O desenvolvimento puberal de individuos do sexo masculino ocorre, em média,
no periodo entre 9 e 13 anos e se assemelha ao feminino por iniciar com o estimulo
de pulsos de GnRH, que estimula o desenvolvimento das génadas masculinas por
meio dos hormoénios FSH e LH. Em individuos do sexo masculino o FSH é

responsavel pela maturagdo dos espermatozoides. E o LH estimula as células de



Leydig a produzir a testosterona. Esse eixo enddcrino estimula o aumento do volume
dos testiculos, a telarca, aumento do volume e espessura de pelos pubianos
(pubarca) e corporais, 0 aumento do tamanho do pénis e o engrossamento da voz
(MELMED et al., 2015).

A Puberdade Precoce Central € sinalizada pela ativacdo precoce do eixo
Hipotalamo-hipofise-gonodal, na qual pulsos de GnRH de origem hipotalamica, sao
liberados pela glandula pituitaria. Esse horménio € responsavel por estimular a -
sintese e liberagcdo das gonadotrofinas, LH e FSH. A PPC em sua condic¢&o idiopética
€ caracterizada pelo desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios antes do
tempo médio de inicio da puberdade. Sabe-se que a faixa etaria do comeco da
puberdade é influenciada pela etnia, idade de menarca da mae, fatores genéticos e
externos, como € o caso de PP por exposicado a disruptores enddécrinos (BESSA et
al., 2017; BULCAO MACEDO; NAHIME BRITO; LATRONICO, 2014).

O desenvolvimento precoce de individuos do sexo feminino da-se
primeiramente pela evolugdo das mamas e avanco na Velocidade de Crescimento
(VC) em decorréncia do hormonio estradiol que promove o desenvolvimento dos
tecidos mamario e 6sseo. Posteriormente ocorre o0 aparecimento de pelos pubianos
e axilares, aumento do volume ovariano e do tamanho do (tero com o
desenvolvimento do endométrio e do corpo liteo. A menarca € Ultimo estagio do
processo de amadurecimento, onde ocorre a descamacéo do tecido superficial uterino
(ABREU et al., 2013a; RAMOS et al., 2017).

Em individuos do sexo masculino ocorre primeiramente o aumento no volume
testicular a partir de pulsos de GnRH, que promovem a estimulacdo da sintese de
testosterona pelas células de Leydig. Posteriormente tém-se o aparecimento dos
pelos pubianos e axilares e o breve desenvolvimento mamario. Ao contrario de
individuo do sexo feminino, a evolu¢cdo das mamas € cessada, e ao decorrer da
puberdade ocorre a sua regresséo (BULCAO MACEDO; NAHIME BRITO;
LATRONICO, 2014).

As medidas das gbnadas sdo consideradas puberes quando o volume dos
ovarios € maior que 2 cm? e dos testiculos é maior que 4 ml. Os niveis dos horménios
LH e FSH séo puberes quando estdo, respectivamente, acima de 0,6 U/l e 13 U/
(BRITO et al., 1999; NEELY et al., 1995). Além dessas medidas € utilizada também a
escala proposta por TANNER (1962) que estabeleceu parametros de crescimento de

adolescentes, criando uma escala para mensurar 0s estagios de desenvolvimento



pubere de individuos do sexo masculino e feminino, tanto na evolucédo de gbnadas e
pelos, como no desenvolvimento mamario. A escala de Tanner € utilizada por
profissionais da saude para apontar os estagios de desenvolvimento dos caracteres
sexuais, e por consequéncia é bastante adotado no diagndstico de pacientes com
Puberdade Precoce (CAREL; LEGER, 2008; IMPRODA et al., 2012; NEELY et al.,
1995).

Os hormdnios sexuais sédo responsaveis por propor o desenvolvendo corporal,
por estimularem a maturacéo de diversos tecidos, como é o caso dos tecidos 0sseos,
epiteliais e musculares. Na PP eles promovem a evolucéo corporal antes do periodo
ideal para a maturacéo, acarretando em Idade Ossea (I0) avancada, estatura elevada
para a faixa etéria e caracteres sexuais ja desenvolvidos com idade infantil. A perda
de estatura final € consequéncia do avanco da Velocidade de Crescimento, onde as
epifises 0sseas séo soldadas antes de atingir-se o periodo de estatura final (CRINO
et al., 2008; ERSOY et al., 2017; KRSTEVSKA-KONSTANTINOVA et al., 2014).

Determinadas sindromes possuem a puberdade precoce no seu quadro de
sintomas, como a Sindrome de Temple (TS14) e a Sindrome de Prader-Willi (SPW).
A TS14 trata-se de uma sindrome genética no cromossomo 14. Seus sinais e
sintomas sao hipotonia muscular, baixo peso neonatal, estatura baixa na fase adulta,
maos e pés pequenos, e puberdade precoce. Seu diagnéstico € realizado
exclusivamente por andlise genética (ABREU et al., 2013b; CRINO et al., 2008;
IMPRODA et al., 2012; KAGAMI et al., 2017; LUDWIG et al., 2016).

O teste para TS14 é indicado para individuos com atraso no desenvolvimento,
tanto no periodo de crescimento gestacional quanto no pds-natal, para portadores
das Sindromes de Prader-Willi (SPW) e Silver-Russell (SSR), para pacientes com
puberdade precoce e com histérico familiar de dele¢des na regido 14g32. Em alguns
casos foram relatadas a associacdo de Temple com outras sindromes, como a SPW
e a SSR (IOANNIDES et al., 2014; KAGAMI et al., 2017).

O fator genético é apontado em estudos como importante a ser investigado por
estar ligado a caracteristica familiar hereditaria da afeccéo e a padrbes de alteragbes
no perfil génico do paciente. Estudos apontam mutac¢des nos genes KISS1, KISS1R,
LIN28B, NROB1 e MKRN3 associados a puberdade precoce (BULCAO MACEDO;
NAHIME BRITO; LATRONICO, 2014; GAJDOS et al., 2010) .

O papel do gene KISS1 foi descrito primeiramente em testes realizados com

camundongos para avaliar o papel da proteina kisspeptina em tumores mamarios



(LEE; WELCH, 1997). E relacionado ao eixo reprodutivo em estudos posteriores (DE
ROUX et al., 2003; FUNES et al., 2003; SEMINARA et al., 2003)

O KISS1 (KiSS-1 metastasis-suppressor, Gene ID: 3814), localizado no
cromossomo 1g32.1 e seu receptor KISS1R (Gene ID: 84634), sdo responsaveis pela
codificacdo do neuropeptidio kisspeptina e pelo seu reconhecimento. Estao
diretamente envolvidos na secrecdo de LH dependente de GnRH e por consequéncia
estdo relacionados com o inicio da puberdade. MutacBes nesses genes sao
responsaveis pela PPC por regularem o funcionamento do eixo reprodutivo. Mutagdes
no gene KISS1 e KISS1R (também nomeado como GPR54) sdo raras e a sua
descricdo bibliografica é reduzida evidenciando a necessidade de estudos para
melhor investigacdo da relacdo do gene com o eixo reprodutivo (OH et al., 2017;
SILVEIRA et al., 2010; WEST et al., 1998).

O gene LIN28B ( lin-28 homolog B, Gene ID: 389421) esta localizado no braco
longo do cromossomo 616.3-g21, sendo expresso em grande quantidade no testiculo,
figado fetal e em tumores humanos primérios. Seu funcionamento esta relacionado
ao metabolismo de nucleotideos, metilacdo de histonas e modulagéo da abundéancia
de proteinas, além da ligacdo a RNAs mensageiros de proteinas importantes para a
fosforilacdo oxidativa (ZHANG et al., 2016).

Recentemente foram apontadas alteracfes no gene LIN28B associadas ao
eixo reprodutivo, porém, apenas alguns estudos mostram que elas estdo associadas
a PPC (ONG et al., 2009b; SULEM et al., 2009). Uma pesquisa realizada com 116
individuos do sexo feminino portadores de puberdade precoce central, constatou a
relacdo de meninas diagnosticadas com PPC e o gene LIN28B, de gendtipo rs314276
(CHEN et al., 2017).

O gene NROB1 (Nuclear Receptor Subfamily 0 Group B Member 1, Gene ID:
190) esta localizado no cromossomo X p21.2, responsavel pela hipoplasia adrenal
congénita ligada ao cromossomo X, caracterizada por hipogonadismo
hipogonadotrdfico, insuficiéncia adrenal e infertilidade. Uma mutac&o no gene NROB1
foi identificada em um individuo com Puberdade Precoce, apresentando niveis
elevados de testosterona e responda elevada a gonadotrofina por exposi¢do a GnRH,
sem insuficiéncia adrenal. Foi identificada mutagdo variante frameshift p.Glu3fsAla *
16 em NROBL1 (SHIMA et al., 2016).

O gene MKRN3 (Makorin Ring Finger Protein 3, Gene ID: 7681) esta localizado

no cromossomo 15 g11.2, atuando como um importante supressor hormonal no eixo



HHG. Estruturalmente estd em uma regido constituida por dedos de zinco,
responsaveis por interacdes quimicas e estruturais. O gene sofre imprinting materno
e alteracdes em sua estrutura estdo diretamente ligadas a Puberdade Precoce
Central (Perry et al., 2014;NISHIOKA et al, 2017) e a PPC familiar. Essa regido genica
€ constituida por 3 629 pares de bases e codificam uma proteina de 182 aminoéacidos.
(BESSA et al., 2017; BULCAO MACEDO; NAHIME BRITO; LATRONICO, 2014; DE
VRIES et al., 2004).

O diagnéstico de PPC é realizado por meio de exames que irdo evidenciar a
evolucdo corporal dos caracteres puberes, dentre eles, os exames fisicos séo
realizados para verificar o volume da mama, o tamanho dos testiculos e a presenca
de pelos axilares e pubicos. Os exames de imagem sdo fundamentais, pois a partir
de Raio x do punho é possivel mensurar a idade 6ssea (PYLE; GREULICH, 1959), e
com a Ressonancia Magnética (RM) do cranio é possivel verificar possiveis
anomalias no Sistema Nervoso Central (SNC), descartando ou néo o tipo organico da
PPC. O ultrassom pélvico é solicitado para pacientes do sexo feminino para verificar
o volume ovariano, uterino e a evolucdo do endométrio. Analises clinicas sao
realizadas em ambos sexos, para saber a dosagem de gonadotrofinas e verificar os
niveis hormonais por estimulo de GnRH. Neste teste injeta-se 0 GnRH no paciente e
depois sao feitas 3 coletas com um intervalo de 30 minutos entre elas (IMPRODA et
al., 2012; MACEDO; CUKIER,; et al., 2014).

O tratamento mais utilizado atualmente é a administracdo de um analogo de
GnRH, como a leuprorelina, para interromper a liberacdo do horménio e por
consequéncia cessar o0 estimulo de sintese de esteroides sexuais. O analogo age
diretamente nos receptores do hormonio liberador de gonadotrofinas proporcionando
desenvolvimento pubere normal. O tratamento se torna necessario na maioria dos
casos e é de suma importancia por evitar possiveis complicacdes futuras, melhorando
a estatura final esperada e promovendo a melhora do psicossocial do paciente que é
afetado pela puberdade precoce. E indicado um tratamento psicolégico em paralelo
ao medicamento para assistir 0 paciente ajudando-o a compreender as alteracdes
fisicas e fisiologicas ocorridas (MACEDO; CUKIER; et al., 2014; RAMOS et al., 2017;
SHIMA et al., 2016).



Metodologia

Os participantes desta pesquisa foram selecionados nos ambulatorios de
Endocrinologia Pediatrica do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e do Hospital
da Crianca de Brasilia (HCB). Foram incluidos os pacientes residentes no DF e
entorno, que tenham recebido ou estejam em uso de analogos de GnRH para
tratamento da PPC por meio do programa de dispensacao de analogos de GnRH da
Secretaria de Saude do Distrito Federal (SES-DF) conforme a Portaria SAS/MS
namero 111, que atenderam aos critérios para diagnostico de PPC. Os respectivos
responsaveis pelas criancas realizaram a leitura e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A)

Os dados clinicos relevantes, tais como anamnese, exame fisico e resultados dos
exames laboratoriais e radiolégicos, foram obtidos a partir da andlise retrospectiva
dos prontuéarios, visto que fazem parte da rotina de investigacdo clinica e
acompanhamento dos individuos portadores de PPC.

A analise molecular foi feita a partir da extracdo do DNA genbmico foi extraido
de leucocitos obtidos a partir de uma amostra de 4mL de sangue venoso colhido por
puncédo venosa periférica em um tubo contendo o anticoagulante EDTA, procedeu-se
a extracao utilizando-se o kit de extracdo de alta pureza DNA QIAmp Kit® (Qiagen).

O DNA extraido foi submetido a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
tradicional, utilizando o kit de PCR GoTaq green master mix da Promega, para
amplificacdo do gene MKRN3 (nimero de acesso GenBank, NM_032551) por meio
de pares de oligonucleotideos iniciadores especificos.

O gene MKRN3 foi amplificado pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando-se trés pares de oligonucleotideos iniciadores (primers)
especificos. A tabela 1 mostra a sequencia dos oligonucleotideos utilizados para
amplificacdo do gene MKRNS3.

Os oligonucleotideos foram desenhados em dois momentos, seguindo as
sequéncias de bases apontadas na tabela 1.



Tabela 1- Sequencia dos oligonucleotideos para amplificacdo do gene MKRN3

MKRN3 Primer (5> 3") Tamanho do
produto
Fragmento 1 1F: GCCTCAAGCCCATAAAGAAA 774 pb
1R: AGCCATCTGCTTCCTCTCAG
Fragmento 2 2F: GGCATTTGGACAAAGCAGA 847pb
2R: CACTGGGAATGACCAATTC
Fragmento 3 3F: CCAATTGCAACCATTCCTTC  684pb

3R:CACCATAATCCTAGGGGGAAA
F: Primer foward; R: primer reverso

Os produtos das PCR’s foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% corados com brometo de etidio (0,5 ug/ml) para verificar a amplificacdo esperada
e possiveis contaminac¢des ocorridas durante o processo. As amostras que tiveram
seu controle negativo amplificado, tiveram suas PCR’s refeitas até ndo demonstrarem
nenhuma contaminacdo. Aquelas que o controle negativo ndo amplificou tiveram o
produto final purificado por meio do kit de purificacéo de produtos de PCR da QlAgen,
e entdo encaminhados para a empresa Macrogen - Coréia para a realizacdo do
sequenciamento pelo método automatico de Sanger.

A leitura do sequenciamento foi realizada com o software Sequencher verséo
5 (GENE CODES CORPORATION, [S.d.]). As mutacdes identificadas de variante
missense foram submetidas a andlise pelo software Polymorphism Phenotyping,
versao 2 (PolyPhen2) (ADZHUBEI et al., 2010) para predicéo de potencial de impacto,
apontando um score de nocividade da troca de base evidenciada.

A metodologia quantitativa foi optada por se tratar de uma pesquisa com dados
biolégicos e resultados de andlises, ndo contendo informacg8es de questionarios ou
das opinides dos participantes. Os envolvidos ndo responderam a nenhum
guestionario, apenas consentiram com a realizacdo da pesquisa através da
assinatura do TCLE.

O grupo amostral escolhido para o projeto € composto por 30 pacientes, sendo
4 do sexo masculino e 26 do sexo feminino, que apresentam caracteristicas clinicas
e hormonais tipicas de Puberdade Precoce Central na sua condic¢ao idiopatica, sem
lesdes no SNC, residentes no Distrito Federal e cidades do entorno, que tenham feito
ou fazem uso de analogos de GnRH atendidos pelo programa de dispensacao de

analogos de GnRH, leuprorrelina e triptorrelina.



A realizacdo do estudo foi autorizada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (CEP/FS-UNB) com
ntmero de parecer 1.140.009 no dia 08/07/2015. E também pelo Comité de Etica em
Pesquisa (FEPECS/SES) — Distrito Federal (DF) com numero de parecer 1.152.221
no dia 13/07/2015, (ANEXO B).



Resultados e discussoes

Uma mutagdo do tipo missense ¢.982C_T/p.Arg.328.Cys (figura 1) foi
encontrada em duas irmas, (pacientes 1 e 2), na qual a paciente 1, natural da cidade
do Gama - DF, foi atendida no ambulatério de Endocrinologia do Hospital da Crianca
de Brasilia - UCB aos 7 anos e 11 meses com sinais e sintomas de PP. Apresentando
telarca aos 7 anos, axilarca aos 7 anos e 5 meses, pubarca e menarca aos 7 anos e
8 meses. Nessa idade possuia IO de 11 anos, com estatura de 1,39 metros e peso
de 49,65 Kg. Denotava pelos pubianos de estagiamento P2 e desenvolvimento das
mamas no estagiamento M3 segundo a escala de Tanner (1962).

Em avaliagcdo hormonal o nivel basal de LH foi de 3,24 UI/L e de FSH foi de
5,84 Ul/L, como também dosagem de estradiol de 63,33 UI/L. N&o foram
apresentados exames de imagens do cranio para descarte da condicdo organica de
PPC. Porém em ultrassonografia pélvica foi evidenciado alto volume ovariano, ovario
esquerdo (OE) medindo 4 cm?3 e ovario direito (OD) com 1,3 cms3.

A paciente 2 teve o inicio dos sintomas com 6 anos idade com telarca e axilarca
em progresso. Com 7 anos e 2 meses possuia uma estatura de 132,7 metros de
altura, 38,6 Kg, pelos pubianos no estagiamento P2 e desenvolvimento das mamas
no estagiamento M2 segundo a escala de Tanner (1962). Nao apresentou nenhum
sintoma neurolégico, porém estd em quadro de obesidade.

A mutacdo encontrada de variante missense foi submetida a analise no
software PolyPhen — 2 (ADZHUBEI et al., 2010) para verificar a predicdo da delecéo
ocorrida no gene MK. Essa mutacao leva a substituicdo da arginina na posicédo 328
da cadeia polipeptidica por uma cisteina (p.Arg328Cys) e localiza-se no anel de zinco
C3HC4 (figuras 4 e 5). A arginina nessa posi¢cdo é altamente conservada entre as
espécies. A figura 2 demonstra o alto score de impacto no organismo do individuo,
identificando o possivel comprometimento da funcéo da proteina pela perda da base

citosina, sendo uma variagao de natureza patogénica.



Figura 1 - Parte do cromatograma do sequenciamento do gene MKRN3 com as mutagbes encontradas

no estudo
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(A) Painel superior mostra o alelo selvagem e o inferior a mutacdo ¢.982 C>T em heterozigose. A

A

citosina é representada pela letra C e onda azul e a timina pela letra T e onda vermelha; (B) Painel
superior mostra o alelo selvagem, no qual se visualiza uma sequencia de 7 citosinas, representadas
pelas ondas azuis; o painel inferior mostra a perda de uma citosina (c.482delC), seguida de alteracéo

na sequéncia de leitura, com sobreposicao das ondas apés o ponto da delec¢éo.

Figura 2: Predigdo de mutag&o de paciente diagnosticada com PPC familiar. Captura de tela

do programa PolyPhen- 2

PolyPhen-2 report for Q13064 R328C

Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
Q13064 128 R c Canonical, RecName: Full=Frobable E3 ubiquitin-protein ligase makorin-3, EC=6.3.2 -, AltName: Full=RING finger protein 63, AltName: Full=Zinc finger protein 127,
Length: 507
Results
[+] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumbDiv
This mutation is predicted to be PROBABLY DAMAGING  with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)
0l00 0.20 old0 0160 080 1l00
=| HumVar

This mutation is predictedtobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity. 0.00, specificity. 1.00)

0.80 1100

A mutacdo missense p.Arg328Cys localiza-se no anel de zinco C3HC4, responséavel pela

atividade de ubiquitina-ligase.

A ocorréncia de PP em membros da mesma familia foi descrita em estudo
realizado com 156 individuos diagnosticados com PPC idiopatica. Dentre eles, 43
individuos apresentaram relacdo familiar, evidenciando uma transmissao
autossbmica dominante com penetrancia incompleta e dependente do sexo. Casos
de heranca paterna sao mais frequente que a materna devido a especificidade da
mutacéo (DE VRIES et al., 2004).



A mutacdo encontrada no par de pacientes apontadas com PPC familiar, foi
descrita anteriormente em uma paciente francesa, acometida em um estudo realizado
na Franca e na Italia com 46 individuos diagnosticados com PPC, no qual 24 desses
casos tinham histérico familiar de Puberdade Precoce (SIMON et al., 2015).

Além da mutacdo ja citada, foi encontrada outra mutacdo em mais duas
pacientes, (pacientes 3 e 4) estas, ambas do sexo feminino, ndo estao relacionadas,
mas apresentaram uma mutacao do tipo frameshift, com a mesma delecédo de uma
Citosina c.482.del.C/p.Pro.161.Arg.fs*10. A paciente 3 foi atendida no Hospital
Universitario de Brasilia - HUB com sintomas de PP. Teve as primeiras manifestacfes
aos 3 anos de idade com o desenvolvimento das mamas, e axilarca aos 5 anos de
idade. Nessa idade possuia estatura de 1,27 metros, 10 de 9 anos e 8 meses, pelos
pubianos no estagiamento P1 e desenvolvimento das mamas no estagiamento M3
segundo a escala de Tanner (1962). A paciente apresentou cefaleia bilateral e
Desenvolvimento Neuro Psico Motor (DNMP) normal.

A avaliagdo hormonal da paciente apontou uma dosagem basal de LH de 1,76
Ul/L e FSH de 8,9 UI/L. Em ultrassom teve seu volume uterino mensurado em 7,7 cm?3
e ovariano cem 2,39 cm3. A Ressonancia Magnética - RM do cranio realizada na sela
trcica ndo apresentou nenhuma anomalia. A paciente ndo possui histérico de PP na
familia e sua mée teve sua menarca aos 13 anos de idade. A delecdo de citosina
ocorreu na posicao 438 do gene MKRN3, gerando uma mutacéo do tipo frameshift,
no amino&cido 161, provocando um stop cédon 10 pares de base a frente em uma
arginina.

A paciente 4 foi atendida no ambulatério de Endocrinologia do Hospital da
Crianca de Brasilia aos 6 anos e 2 meses com sinais de PP, como o desenvolvimento
mamario desde os 5 anos de idade. Aos 7 anos e 7 meses de idade, apresentou
estatura de 124,8 metros, peso de 30,1 Kg, IO avancada de 11 anos e 6 meses, e
pelos pubianos no estagiamento P2 e as mamas no estagiamento M4 na escala de
TANNER (1962). O Apéndice B demonstra os dados clinicos e moleculares das 4
pacientes que apresentaram mutacao no gene MKRN3.

A mutacéo encontrada nas pacientes 3 e 4 ocorreu na posi¢ao 482 do gene
MKRN3, gerando uma mutac¢éao do tipo frameshift no aminoacido 161, provocando um
stop coédon 10 pares de base a frente em uma arginina, em consequéncia de uma
proteina truncada de 171 aminoacidos. A delecao foi descrita anteriormente em um

estudo que investigou 215 pacientes diagnosticados com Puberdade Precoce Central



(MACEDO; ABREU; et al., 2014). A mesma variante frameshift foi encontrada em uma
garota bulgara em investigacdo do gene MKRN3 (DIMITROVA-MLADENOVA et al.,
2016)

Os locus das mutacdes descritas estao sinalizados na figura 2, por meio de
setas, indicando o local das altera¢des na sequéncia do gene MKRN3.

Figura 2. Representacdo esquematica da localizacdo das mutacfes na
proteina MKRN3. Figura adaptada de Abreu et al, 2013

p.Prol61Arefs*10 p.Arg328Cys

1 l

1 95 122 238 265 266 293 311 365 394 423 507 aa

O MKRN3 apresenta imprinting materno, ou seja, o alelo materno é metilado
(silenciado) e somente o alelo de origem paterna é expresso. Desta forma, os
individuos somente exibirdo o fenétipo de PPC no caso de heranga paterna do alelo
mutado. Assim como a maioria dos imprinted genes descritos, 0 MKRN3 localiza-se
num cluster com outros imprinted genes no cromossomo 15.

O papel do gene MKRN3 na patogénese da PPC ficou conhecido em 2013,
apos o estudo de pacientes com PPC familiar através do sequenciamento exémico
global (ABREU et al., 2013b). Atualmente as mutacbes com perda de funcdo no
MKRN3 sdo consideradas a causa genética mais frequente de PPC idiopatica,
podendo ser identificadas tanto nos casos familiares quanto esporadicos.

A idade de inicio da puberdade dos pacientes estudados variou de 3 a 7 anos,
com média de 5,25 anos e mediana de 5,5 anos. Os achados estdo em contraste com
0 estudo realizado por Abreu et al., (2013) com 40 individuos de 15 familias
brasileiras, apontando 15 pacientes com muta¢gbes no gene MKNRS3, com idade
meédia do inicio da puberdade precoce em meninas de 5,75 anos, variando de 5,0 a
6,5 anos. E em meninos foi de 8,1 anos, variando de 5,9 a 8,5 anos.



A dosagem do LH pos-estimulo néo foi realizada em nenhum dos casos, visto
gue todas apresentavam concentracdes basais puberes do LH. Todas apresentavam
aumento do volume uterino a ecografia pélvica (mediana 12,4cm?3) além de sinais de
estimulagdo gonadotrdfica ovariana ( volume ovariano > 2,0cm?).

A RNM do encéfalo foi realizada nas duas meninas com PPC esporéadica e nao
evidenciou quaisquer anormalidades. As duas irmds acometidas ndo foram
submetidas a avaliacdo por imagem do SNC, pois ndo exibiam sinais ou sintomas
neuroldgicos associados.

O tratamento foi realizado com o analogo do GnRH triptorrelina em todas. Duas
meninas ja concluiram o tratamento e outras duas ainda se encontram em uso da
medicacdo, com boa resposta terapéutica até o momento.

Durante a realizacdo das andlises teve-se diversas contaminacdes seguidas,
de causa desconhecida. Para solucionar a problematica, foi realizada a troca de
materiais plasticos, ponteiras e tubos, e a submissdo dos utensilios utilizados a
autoclave. Porém em testes realizados ap0s essa medida, os produtos de PCR ainda
apresentaram amplificacdo, em banda forte, do controle negativo. Essas amostras
tiveram todo o processo de PCR refeito até a sua reparacdo. E como ultima tentativa
optou-se pela compra de novos primers por novo fabricante. Somente apds a troca
dos primers que as contaminacdes cessaram e pode-se seguir com as analises.

Outro fator de atraso dos estudos foi a demora na compra e entrega do material
solicitado pela equipe. Alguns materiais ndo foram comprados e outros vieram

diferentes do solicitado



Consideracg®es finais

Os achados com a realizacdo deste estudo foram fundamentais para a
casuistica por estabelecem a relacdo fisiolégica entre achados genéticos e o0s
fenotipos de individuos portadores de PPC idiopéatica. As analises genéticas dos
individuos coletados para o estudo foram importantes para ampliar o numero de
informacgdes descritas na literatura sobre PPC.

Os dados obtidos sinalizaram a importancia do aconselhamento genético dos
pacientes da mesma familia e a identificagdo de novos casos familiares, como
apontados em estudos que evidenciam ocorréncia de PPC familial. A investigacdo
genética de outros membros das familias de pacientes diagnosticados € de suma
importancia para detectar a patogénese das mutacdes e potencializar o sucesso do
tratamento.

Mesmo com o avanco dos estudos ainda néo esté claro se a PPC poderia ser
resultado da perda da expressao do alelo paterno do MKRN3 devido a algum dos
mecanismos genéticos e/ou epigenéticos. Sua etiologia é desconhecida, em muitos
casos, mesmo familiares, sugerindo que outros mecanismos, ou mesmo alteracdes
em outros genes, possam estar envolvidos, sendo assim uma area de destaque para

pesquisas.
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Anexos
ANEXO A — Termo de aceitacdo de apoio financeiro

Qcneq A

0872508749953646

TERMO DE ACEITAGAO DE APOIO FINANCEIRO
A PROPOSTA DE NATUREZA CIENTIFICA, TECNOLOGICA E/OU DE INOVAGAOD

Processo: 462346/2014-5

Titulo do Projeto: Estudo do gene MKRN3 em individuos portadores de puberdade precoce central idiopatica residentes no
Distrito Federal & entorno

Instituigéo de Vinculo: Universidade de Brasilia/UNB-DF

CHPJ 0003817T4000143

Inshituigdo de Execucdo: Universidade de Brasilia

CMPJ: D0038174000143

Chamada: MCTUCNPQ/ Universal 14/2014 - Faixa A - até R$ 30.000,00

Eu, Adriana Lofrano Alves Porlo , 539.985.371-04, declaro conhecer, concordar @ atender integralmenie &= exigineias N® CPF
(ou PASSAPORTE, se estrangeiro) da Chamada acima especficada e as Condigbes Gerais para Apoio Financeiro que regem a
concessio dos recurses especificados: abaiwo:

AUXILIO FINANCEIRD
Custeio: RS 30.000,00

Valor Global: RS 30.000.00

Tenho ceéncia:

a) de que o prazo para utilizagho dos recursos financeinos comMeca a vigorar a partir da data da assinatura deste Termo de
Acsilagdo, pelo periodo constante na Chamada comaspondenis; e

b) das disposiches legais e procedimentios para a adequada ulilizacao de recursos financeiros @ a comela prestacao de contas
(Manual de MilizagSo de Recursos Finanoeiros e Prastac3o de Contas).

1. DA CONCESSAD:
1.1. Ao aceitar o apoio financeiro, o BENEFICIARIO declara formalments:
a) dedicar-se as atividades pertinentes 8 proposta aprovada;

b) obsenar o disposto nas Lels n® 8.666/93 e n® 10.973/04, nos Decretos n® 93.872/86 & n° 5.563/05 & na Lal n® 8.112/90. no
que couber, bam como os demaks instrumentos legaks perlinantes;

¢} conhecer o Frotocolo de Cooperagio Técnica firmado entre a instituigdo de execugio do projetofplana de trabalho e o CNPg,
publicado no Diaro Oficlal da Uniao;

d} conhecer & cumprr as exigéncas da Chamada a qual a proposta esia relacionada, como também as normas do CNPg, ora
em validade, relativas & modalidade de apoio financeiro aprovado, ciente que a eventual mudanca dessas normas nao afeta,
altera ou incide sobre o presente documents, exceto quando proposta pelo CNPg e formalments aceita pelo BEMEFICIARIO,
&) possuir anuéncia formal da instituicdo de execucio do projeto/plano de trabalho, seja sob a forma de vinculo empregaticio ou
funcional ou, na auséncia deste, sob a forma de declaragao de autoridade institucicnal competente, segundo modelo disponivel
na pagina do CNPg na Intenmet;

) dispor das autorizacdes legais cabiveis de insbituicdes como Instituio Brasileiro de Meio Ambiente - IBAMA, Fundagio do
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Macional do indic - FUMAI, Comité de Etica na Pesquisa - CEP, Comissao Macional de Efica em Pesquisa - COMEP, das
Comissdes de Etica em pesguisa com animals, Comiss&o Nacional de Energia Muckear - CNEN & oulras, no caso em gue &

natureza do projetn, &5 exigir,

) manber 0% docurmenios referidos nas alineas "e”™ @ T em seu poder abé cinco anos apds a aprovacio final das contas do
CHNPg pelo Tribunal de Contas da Unifio, ndio sendo necessinia sua remessa ao CHPg;

) leer cidncin de que esta declargiio @ feila sob pena daincidincia nos arfigos 207259 do Codigo Penal Brasiein, sobre a
falsificacao da documento plblco & falsidade idaologica, respectivameants; &

i) estar cianta gue o prazo para utilizacas dos recursos financainos comeca a vigorar a partir da data da assmatura do Tarmo da
Acellacio, pelo periodo constante na Chamada comespondents, devendo ser aplicados axclusivamente para & proposta

apeevada.
1.2. O BENEFICIARIO compromete-se, ainda, a:

a) msponsabilizar-se pela adegquada mmplementischo @ aplicacio dos recursos inanoeines aprosados, alendendo aos aspecios
merrraltivos definidoes para als) modalidade]s) concedida(s), pedendo estar previsto apenas recursos de capilal & custeio, coma
também recursos para bolsas;

b) utlizar o5 recursos financeiros em acordo com os criténos e procadimantos estabalecidos no Manwal da Utblizagao de
Recursos Financeiros & Prestacio de Conias ;

) assumir indes as obrigaces legais decorrentes de contratagies eventuals necessdrias & consecucio do objelo, nBo lendo
tats contrategdes gualquer vinculo cam o CHPgG

) apresentar, nos prazos que be orem determinados, inforrmagies ou dooumentos referentbes ol ao desemvolimenio
iueanto & concusio do propebo ou pliand die rabalba aprovado;

&) 58 NeCcessArias, propor alteraghes ao projeta’planc de trabalho, sujedtas & prévia analise & gutonzagas do CNPg, & da
aentideds co-financisdora guando for 0 caso, desda que nao se altere o objato do projeto/planc de trabalho, & nao implique
remanajamanto de despesas entre rubncas (capital para custesd & Vice-versal;

) permitir & tacilitar ao CNPg o acesao aos locals de execucio do projetodplano de irabalho, o exame da documentagcio
produzida & & vistora dos bans adguirdos;

q) apresentar o relaldrio benico final das atvidades desenvolvidas em alé 80 (sessenta) dins apas o brmino da vigincia do
projeto/plng de irabaliho, via Platalorma Caros Chagas,

h) apresentar a prestisgho de contas inanoeira em alé B) (sessenta) dias apis o lérming da viginoia do progelo/pland de
trabalho, em conformidede com o disposio no Manual de Lkilizagao de Recursos Financeires e Prestagio de Contas, via
Pataforma Carlos Chagas;

i) 58 nacessarno, solicitar promogagan de prazo de execusao do projeteiplanc de rabalho, via Plataforma Carlos Chagas, no
prazo minimo de 30 (rinta) diss antes do témino da vigénoia.

1.3. E vedado

) ulilizar o recurso financeine paa ing dSslinks dos agrovados onginalmende na proposta, sendo permiidas despesas
exclusiasmente oom ilens inancdweis estabelecidos nas normas de bolsas ¢ auxilios individuais do CHNPg, convinios oo
Chamaidas;

b)) transfarir a terceinos as cbrigacdes assumidas sam prévia auiorizacao do CHPg;

) executar despesas em dala anteror & vigénoia do beneficio; e

) efetuar pegamento em data posterior & vigénoia do beneflcio, salvo se expressaments suborizado pela autondade
competents do CNPG & desde que o (8lo gerador da despesa tenha ocomdo durants a viglncia do Termso de Aceltacio.
Despesas realizadas fora do praco de apicacio dos recursos serlo glosadas,

2. DA GUARDA E DOAGAD DOS BENS

2.1. O BENEFICIARID & a instiluicdo de execucdo do projeto responderso pela manwtango do bem em perfeite estado da
consanvagao & funcionamanto.

2.2. Em caso de roubo, furd ou outro sinistro envolvendo o bem, o BENEFICIARID ou a instiuicio de execuso do projeto,
apds 8 adogdo das medides cablvels, deverd comunicar imedistamente o fato &0 CHIPg, por escrito, juntaments com a
justificaliva & a prova de suss causas, anexando copia aulenticada da Ocomiéncs Policial, se for o caso.

2.3, E vedada a ransferincia dos bens para culro local ou estabelecimentn, sem prisvia @ expressa mdorizagio do CHPyg,
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Todas as despesas decormantes da transfaréncia dos bans & os evantuais danos CAUSAD0E COMEran por conts & nsco do
BEHEFICL*.RIEIEGB Instiuigio de execugho do projeto.

2.4, A doachd dos bens patrimonials adquindos com apold financedns do CHPYG deverd ser efatuada confonme astabelecido em
o especifica e com o dispasto no Prolocolo de Cooperacio Técnica,

1. DA PROPRIEDADE INTELECTUAL | CRIAGAD PROTEGIDA

Caso os resultados o0 propeto ou o ralatdnio em sl venham a ter valor comerncial ou possam levar 3o desanvolvimento da um
produbs ou matodo envolvendo o estabalecimanto de wna patente, a troca de informagdes e a reserva dos dinsitos, em cada
casg, dar-se-50 08 scordo com o estabelacido na Lei de Inova ﬁn'1um3mzmmmm reguiamentada pela
Decratd n® 5.563, de 11 de outubro de 2005 & pela RN-013

4. DAS PUBLICAGOES E DIVULGAGAD

4.1, Trabalhos publicados @ sua dvulgacio, sob qualquer forma de comunicagio ou por qualguier vesculo, de resullados oblidos
oM recersos do projeto, deverds, cbrigalodamente, ne idioma da divulgagio, fzer mendio expriss a0 apeio recelido do
Conselho Maconal de Desemvolvimento Ciantifico e Tam-:ﬂ-ugm - CHPq - Brasil, bem como nwc:ma’quaﬁqum oulras
entidades/drgaos financadores, especialmants agueles qua participaram no apoio 9o projabe em conjunts com o CHNPg.

4.2, Matarial de divul de aventos, impressos em geral, publicagdes a a publicidade relstiva a ales, de trabalhos &
alividades apoladas ou financiadas pelo CHNPg, deverdo razer 8 lngomanca deste em lugar visivel, de theil |dentificacio em
escala e tamanho proporconals & Ares de leitura. Esclarecimentos a respeito & os padrides a observer devem ser objeto de
consulta préyia junio 4 drea de comuncacao social do CMPg (comunicacasi@onpg.br).

4.2.1. O mesmos maderiais de divalgagio de evenldos, impressos em geral, publicagbes e a publicikdade relaliva a eles deverdio
Irazer a logomarnc i oulras enfidadesiongdios inanciadones, em lugar visivel, de Bl idenlificaco, ¢ em escala e Bmanho
proparcionais & dnes de edlum, (NR)

4.3. As apdes publiciarias atnentes 8 propostas financadas com recursos da Unido deverdo observar rigonsaments as
disposicdas contidas no § 17 do ant. 37 da Consti Fndaml,mmulanbémaqnualaﬁcmsmadasamhmmﬂumamda
Secretana de Comunicagio de Governds & Gestio ica da Presidéncia da

5. DA DESISTENCIA E SUSPENSAD

B.1. Quandn o BENEFICIARIO desisdir da meecugiio do projeiniplana de tabalbo, anbes do e inico, 08 remursos sedio

devolvidos ao CNPg, com psliicativa plausivel da dessbinca, no praco de 30 (frinda) dias de sew recebimento. A ndio

d:mu'uF mh dmcl prazo implicarh a cormeglio do valor originalmente concedido, na Torma da legisiacho apbcivel aos débitos da
azan acional.

5.2, 0 BEMEFICIARIO devera comunicar formalments ao CNPqﬂluakmr dascontinuidade do plano da trabalho ou do projeto
de pesquiaa, acompanhada da devida justificativa. Mo prazo de 30 (trinta) dias da comuniceso da descontinuidade, deverso
sef apresentados o relattno téonico & & prestagio de contas, como tembém deverd ser devolvido ao CNPg eventual saldo
financeiro. A ndo observincla desse prazo implicard a comegso do valor ofginalments concedido, na forma da lagislacio
amplicinez] pos dibilos da Facenda Nacional,
5.3, A iberacdio dos recursos do apoio Frlanwim an projoiplang de tmbalho, bermn come de quaisquer oulros beneficios
amproveacios pﬂa CHPg, ser suspensa quando aoomer umi dis seguintes improprisdades. constalada, inchesve, por

da fiscalizagéo realizados pelo CHPg. Mmlsl.smda Ciéncia & Tecnologia - MCT, Secretarnia Fal:‘rard de Controla
Intermo - SFCI ou Tribunal de Contas da Unido - TCLUE

2) nlo comprovagBo da utlizagso sdequada da parcela antedorments recebida, na farma da legistagBo pertinente, quands
solicitada;

b} verificagiio de desvio de fnalidade na ulilizacio dos recursos ou dos bens palrimoniais adquindos no prajelo;

) alrasas rdio usliicedos no cempimenio das elapas ou Bses progrsmadas no projelofplano de irabalho; e

d) quando for descumpnda gualguer condicao desie instrumento.

5.3.1. A suspensac dos benaficios persistira atd a come;ao da causa verificada.

5.4. 0 BENEFICIARID, cufa prestacio de comas e relabinio téonioo final do projetaiplanc de trabalho, com vigénela expirada ndo
forem aprovados. serd considerado inadimplente e terd suspenso o pagamento de projelosiplanos de frabaiho, vigentes, bem

como i concessio de novas modalidades de apoio, sem prejuizo de outras medidies julgsdies neoesshnas pelo CHNPq e
prasvisias na lei
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6. DAS ISPOSICOES FINAIS

6.1. Az presentes condiglies gerals referem-se a proposta a ser financiada com recursos do CNPg. Se financiade com recursos
de puiras fontes, poderdo prevalecer disposictes eapecificas constantes em Chamadas, Convenios e outros regulamenios.
paerfinenbes.

B.2. 0 Termo de Acelagio s sech wilido na vigincia do Prolocolo de Cooperacio Tecnica Grmado endne o CNPg e & nslibuicio
de execugao do projato'planc de trabatho, indicada pelo proponente na soliciagan.

6.3, O appio financeino aprovado pelo CHMPg n&o gera vinculo de quakjuer naturaza ou rela;s0 de trabalho, constitndo doagao
com encangas feita a0 BENEFICIARKD.

G.d. O pessoal envalvido na execucdo do projetadplano de trabalho, nio possuird vinculo de qualguer naturezs com o CHPg &
dests ndo poderd demandar gualsguer pagamentos, sendo estes e inteira responsabibdade do BENEFICIARIO Instiuican de
execucio do projebodpling de rabalho, que o ver empregado na sua exeou;io,

B.4.1. Se evenfuakmente o GNPy for demandado pelo pessoal uiilizado nos iabalhos, o BENEFICIARIO e a instifuicio de
exBCUCAD do projetodplano de trabalho, o ressarcirdo das despasas que am decoméncia realizar, atualizadas monatanamanta.

6.5, O processo soments serd encemado apos &5 aprovagdes do relatono téonico final & da prestagdo de contas & desde que
cumpridas iodas as condighes pravistas nesta instrumanto & nas normas aplicaveds.

6.6, O descumprimento de gualquer condicao constante deste instrumeants & & inobsernvancla de dispasitivos legals aplicivels
implicaré o encerramento imediato do apeio financeir aprovado e obrigard o BEMEFICIARIO & ressarcir integralmenie o CHPg
de lodas as despesas realizadas, atualizadas nos lermos da legistacho, sem prejuizo da aplcacio de penalidades cabiveis,

B.B.1. A recusa ou omissio do BENEFICIARIO, quanto an ressarcimenta de que brata este ilemn, ensejar a consequenls
abertura de lomada de contas especial & a decomente inscricio do BENEFICIARID e do dibibo no Cadasing de Inadimpliéncia
Institucional - CADIM e do Tesoure Nacional.

£.7. 0 BENEFICIARIO reconhace que a0 CNPg compete exercer a autoridade normativa da controle e fiscalizagio sobre a
execucio do projetodplano de frabelho, bem como assumnin ou transferir & responsabllidede pela mesma, no caso da paralisagho
ou de fato relevants que venha a ocomer, de modo a evitar & descontinuidede das atividades.

T. ACEITE

Declaro ainda que li @ aceisi inkagralmants o5 termos desta documanta, compromeatendo-me 8 cumpri-kos fisimente, nao
poedando, am nenhuma hipiéese, deles alegar desconhacimanto.

Terma de sonifagio reglsimdo eistmnicamantn por maio da infermel junfo ae GNPy, pelo agendn recoplor 10002, 18¢(sn2 58 crpg.br)

medianie 150 de sanha pessoal do Benelicidno em D& 122074, oripgnans 0o namevo F 200, 130,33 FI[200. 130,13, 73) & numen de
confrode 2747831 527478315 IF 76567 167-24T69TAZET.

Fara wisuahzar asfe documanto novamente ou 0 FOF sesnaedo digiaiments, acessa; hfpaiefomenio. copq iveimanisdemo
numproACessn=S0T AR TSGR
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ANEXO B — Parecer consubstanciado CEP/FS - UNB.

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE ‘GRBrasll
ERASILIA - CEPIFS-UNB
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADDE DO PROJMETO DE FESQUISA

Titsle da Pesquisa: Esbude do gene WEAMZ em individucs poriadores de puberdads precoce ceninal
idiopdiica residenies no Distiio Federal @ eniome

Pesquissdor: Admana Lokanc Alves Porla
Ama Temdtiza: Coenddca Humana

(Trala-se de pesgulsa ereobends Gendiica Humana gue rdo necessia & andlise
élica por pare da DOMEF;);

Varsloo ¥

CAAE: 4317T1815.8.0000 0030

Instituigls Propoananta: Facudage de Cincias da Sadde da Uniersdade die Brasila
Pabrocinador Principal: MBISTERIC DA CIEMCIA, TECHOLOGIA E MOVACHT

DADDE DD PARECER

Himans & Pareces 1.140.00%
Diata dia Rolsboria; GIO72015

Apresoniachs do Projebo;

A pubsrdsde precoces depandanis de gonsdolrofiras, tsmbem conhecids como puberdade precnse caniral
IPPE), & decormenis da slvacas prematurs do @xo hipotslamo-hipofss-gonadsl 8 58 caracteriza pelo
desarohimenty dos caracienes pecusis securtianos sniee dog i Bros raE menngs 8 H angs nos meninos
A forma diopalica caracienza-es pela susencis de Beoes organces. no SHE 8 epessnty & maioris dos
caton de PRC no sewo femining (80%).0 disgnoslics da PPC baseia-s2 no reconfegmento de
desamaiamenio pube | progresssn. conceniracons pubeness o= LH em condican Basal siou spos eshmualn
rom Gl & avanc: de idade nesea

Direeress evidenciss apontam para uma mflpencs genstca no niclo de pubsrdade: dade pemelFanis da
menarca enirg maes & fihas @ enine membncs 9 um MESmo grupe einico. Lma analise de 156 padentes
oom PPC idiopalica entificou prevalencia & 27,5% de casos familiares, o Qua Sugant @ mkvancia Jos
laioees JeNEIoos Na sua patogendse. A analse de seQredacas destas famiias sugery mado de heranca
SURCESOIMICS dOMNAane com Peneyancla INCOMmgdeia. Son-oependnne. A1 PECRmsmens fas MUl
nos genes da kisspeting & seu recepior (KIEE @ KIES1R, respeciivamenta) haviam sido relacionadas o
patogerase da PPC. Mais recomiemente, Abneu ¢ cols. denificaram muotaooss nalkadomns no goens MERN3
{masoein ring finger ) em 5

Erabipld!  FROMIRME 06 TRV 0 Sa00E - D Dasty Sipesy

Babrg  Ssa RO GE®M 7 0 (0B
- oF Buricipic:  DRASELA
Talglorse  PTCHOT- 04T C-mall: cephunkzred czm

Py gs ™



FACULDADE DE CIENCIAS DA

SAUDE DA UNIVERSIDADE DEW’"’F
BRASILIA - CEPIFS-UNB

L e - Parar 1. 1l Es

15 Tamilias com PFC estudadas por Sequentamens exmico giobal. Esse gene solie impenting matema,
wio 2, o gene @ slencadn N OMCSSOMD 0F OHgEm Malema & ativo No oMossoma pabern. O gens
MERME localiza-se no Braco longo 4o oremassoma 15, @m umia regias de imprining relackonada a sindnome
de Prader Wil (15011} O estudo di segregacad dessas tamilas demonsiiou Rerantd aunlossomica
dominante de IranamEsad palarna wishs gue 0 alelo materno & sienciads. Este achadd oomaiorou
EwiEncias BRSPS O reapsin 00 Darabe? SURCSSOMAcD OOANNGNE, COM PenEinancin ReomelEls & Sax-
dependenic da PPCO produts do geng MERNZ participa da degradacac de prolEnas phi processo de
ubsquilinaces, Mas o MBCansma Emlo b0 Gual & sua inalvacss leva 80 inicio da puterdade ainda rao ¢
ponhicide. Culrd dado quie agonta o MERKZ oo um falor cendral para & ativacss el hipolalams-
higofise-gonadal @ o nicks da pubsrdade & a cbsprvacao de nives elewados 9o mMREKNA desse gene no
nucksn arqueads do hipolalamo dos camundongos em idsds pre-pubsrsl & diminucan do meema
madistamenie anles = apos 0 niGo de puberdade. E= conunio, ssees achados sugeresm que o produlo
desae gene lenha um pegsl inieborio na secrecan do GnRA, de forma que mulacoss inalivedoras
[averscrnam o micg da pubsidads pels acss prepondeanis dos fAonres sstimaalonos Como o geans
MERND sprasenta mprinfing malerno. nao se sabe e g PPE poderis ser reeuBado de parda da expressan
do aldo paterno por delecoss de nowo, degoma uniparemisl materna ou defefos de iminting, &
emalancs do que 8 chesrvado na Sindroms de Pradec-Vill & putae dosncas. Em outrne sstudo mas
recenle, mulacoss o MERMNI forss idenlificsdss em 8 d= 215 maninas com PPC aparsniemenis
wsporadica Mo enlants, anermalidades no numens de copas & slleracao no padrag de metiacs no oo
18q11 nac foram wdentificadas == uma parcels selsconads de pacenies sem mulacoss no MERRI
detectadas. pelo seguenciameni sutomaticn. O schado de mutacoss no gene MEKRNC epressnta uma novs
pauss de PP, sitaments relevanis do porde de wsts fegpatologico, & estabelece, de forma definiive, 8
imporlanda do componanis genelica na fsiopatologin dessa condican. Adicioraiments, abre-se uma
perpeciva pars iemficacan de oubros defeilos gensticos no entendmenio do dessraokomanto pubaral
premahana),

Wetodologm: Serac inchakdos cerca de 150 pagenies. ressfenies no OF & enforno, qus Syverem recebido ou
srbsjam am uig de analogos de GalH atreves do programa de dispensscan de anakegos de GrAM,
lenpromreding & iriplorsing, da Secretans de Savde do Dsinlg Pederal (SES0F) cordormes a Pordaria
SAGNS numan 111, de 26 de abnl de 3001, gue alenderam aos crienos par diagnosico de pubendads
precocs cenirsl, & saber- menines sbaing de G s apaEComenic de CAACHEEE RoDiE seCundAnns.
wdade oesea avancads sumenio da weicodads de crescmanio
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[WC], LH hasal ou ng fesie de estimiby oom CRRH am nived puternal, eoografia com aumenio dos wolumes
ovariann & ubering; - mennas enine 6-85 ancs - aparccdmento de caracyes seNuas secundanos &
rapidamenis progressives, dade ossea avancada, suranio da W, compromelimente da exlatona final, LH
biarial ou m Iesie oo esSmdo com GaRH em nivel puberal, ecograiia com aumento dos volimes ovanang @
LrRETingG;

- PSR imkeicr & O ancs — apanecmente de caradlenes seuals secundancs & rapidaranie
PrOgIEssiveG, aumeno da VC, dade casea avancada, comprometimento da estatura final, LH basal cu no
sl o eslimiiks am nisel poberal.

Os dados dinizos ndevantes, f@is como anamnese, Exame fisico, dosagens homonais, resuliados de
A G imagem @ ecodralias serad obSdos o partin de pedsa0 dos proniuanos, Wsho gue fazem parte da
rolina o irecs de rwesligacan 8 acompanhemenio dos pecientes com PPCUA sralme molecular do gens
WIERMN] sara fefs utitzando-se DHA genomics exiredo d= lsucocdion obSdos desmostrs de 15 a 20 =i de
rangue botal, colhide pOr pUNCAD venosa perfence,

A schipcan de DMA sera ealzada ulkzando-se a lecnica de Salting- (i ou sstemas (ki) de extracao de
OMA de ala purera (it Cusgen DNAsssy) O OMA genomico sers uvlibzado como subsirsio pam
ampificacan do gene MERMNIpor PCR (rescao de polimenzacss em cadeial, ulilzsndo-s= pares de
pligoruciegidens incadones (primens| desenhados sspeciicaments para o eshuds & o kit de PCR GoTag
gresn masler mix (proeegal. Tambem seran ampeficados & analisados os geres que codificam a
kizspepting (KESS1) & ey receplor (KI551R), causas rame. porem, mporanies de PPE Pan confirmecan
da smphficacao do fragmenio de inleresss, on produics de PCR o submetdos & slerolorese em gel de
pgaross 1% comados com brometo de elidio {0.5 g'ml) vembzados sob lur diravoets o iofcgrafados. Os
produlos da amplficacss serso purficados por meio encimatico [ssiema "EXCSAPT] ou separacao sm
mirg- counas de slcs (ki de paificecas de peodiios de PCRE - (isgen) & em seguids serec smisdos para
requencaTenio avlomatico pele metodo de Sanges

A mrolise, sinhe=enios & comparacoss Bnine as mequenciss perss realizadas com o suxdio do eofean
Saquencher v 5.0 ou & 0 (Gene Codes corporation). O resultados. do sequencamenin saran anslisados &
cormsl aciorados com 83 caracienslicas chnicas dos ndraduos. aleados Can sejam dentficadas mtacoes
novae. oue sinds nac conslem nos bancos de dedos de varacoss genstces (1000 genomes, HCIG, as
mesmas seran rasresdas em um grups de 100 indedumsadulios. ssudavers, que rao apresaniss hislonis
de precocidade sexual iy 8, que lenfam spreseriado mensrca apos o8 B ancs, para o eexo femming, ou
o de desemmbamenin dos caracieres spuaE mascuiinos apos o= 8 anos, para o sExo mascuing. Para
B MyREIBCaD e

o e - P 1.1
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deaoos, iNGereoss ou alemeas no padran de mellacas de geneMEANT, ser ulilzadno o kit de WLPA
[Muitipde: LigaSon-Dependen] Frobe amplificalion} ja padronizado para a Sindrome de Prader-Wl, o qual o
Qual ta2 pane 93 regies esludada nesao kb (SALSA MLPA WE 028 MRCHolland Amsiordas, The
MeaFariands) b presenca oo aberacols cromossomicas submicromocopicas seras esiudadas uiizardo a
plalaierma CytaScanTl TR0 (Affymet). Essa palaionma passi conea de 750000 sondas sendo 550,00
sondas de CNYS & 200 D005HPS g pemmiless umia ala nesoluocsd @ de varkaooss o namemn e oopas
quanlo S heberoXipras podirado SRsim deisclar ambem dissomies uniparening.

Lo e o Pasboar 1. 1aluiE

Oejotivo da Posgquiza;

O objetnn geral deses ssludo sers mossligar 8 pressncs de mutscoss ng gene MERM & ouiras ganes
smmbidos ra ativacan prematurs do el hipolabmico-hipofisanegonadal | KESS1. KISSR & oulres que
vierem 3 ser denificados) em uma sene de pacenies portsdomes de pubendade precoce ceniral idicpatca
mesideries ro Distito Pederal & eniomo.

Coma obgetives secundanos. o presenis projelo de pesguiss wes Analisar 3 comslacss das mutacoses
eveniuaienie idendficadas com a spreseniacan cinica dos pacenies com pubsrdade precoce ceniral
idopatica Avalar pe delecoss, dedsiios de impen@ing oo desomis unparsntal malema no lecus 185g11
podenam ssier miscionadss a paicgensse dy PPC em ums amostra de pacientes ros quats mulscoss no
KERN] nac forem identficadas pelo sequencdameno sutomeics,

Avaliacic dos Riscos o Beraficios;

Rmmoe: O mecos 350 descrilos da seguinke forma: Exstes um desconfono @ risco minmao pers s colela da
amosira de sangus venoss perfendco necessania pars o esludo moleculsr B as complicacoes que podem
poivmer devido & eebe procedmanto seo ke dior cu desconforio, edema ou lormacas um de hemaloma no
kel da purcao. A colels da amosira para o eshuds gerelico sara realesda, preferenciaiments, duranis o
momeniy e colets de culros exames que tacam parte ds mline do acompanhamento amculalonal do
Felividun, para = menimizer 3 soorencs de risco ou desconlodo adiconal

Bereficios: Oe acondo com 0 descrio i projelo de pesquess, o bensficio para os paricpanios & gue o8
meulisios da pesquess poderao esclanscer g pasie cayss genstica para g doenca. Caso sejs enconbrada
e mutacan genebca. ses poders mer sl pars o dagnosics de oubms mesbmos da tsmil v tsmbes pacs
o aconseaments genetics no que se 42 respelo a iwa o, ASconalments, 30 exiudar & ocomenda
die muiacoes no MERRMD o uma sene de individues ponadones de PPC dopalica moe Distrito Federal,
BEPOTE- S& DUMENIAr o casulsbos Sspendve na
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e S o Pamar 1 HaliE

Noatura, oomposla pelos dados G0 eSILds goreicn O poued mais de 200 packenies, a maoiia prosenienio
do esiads de Eas Paulo. Espera-se. a0 eshadar novas muiames do MESRE em casos Tamillanes ahois
esporadicos, contibuir para maior elutidacao 9o papel desse gene na regulacan da ativacao do ek
gonadoirolico @m senes humanos.

Comanine o Contaiareddas 2obng & Pedguba:

Traa-s@ ¢ esludo observacional, explorabario & descritvo 0o Qual sefao avalisdos packendes Com
dagnostico de pubsrdade precgcs ceriral opatica alerdides no Disinio Pederal | referenis ag projets de
douinrado da alura Lucisra Pnilo Valsdares sob responsateldads da pesqussdons Sdrana Lofrano Alves
Porfo, Prol, Adjuntg da Faculdads de Clercas da Spude da Unlll,

0 projeto sets redigdo e mansra clara, penmibindo: 3 gealacan elcs por parte deste CEP. Algums ponios
e par destacados pme wez que 3 populacac gl da pesquiza erolve criancas oo kdades enre B a 0
anos. Dessa frma. & necessers a apresentaces Temo de SAesentimenio Lives & Exciarecdn [TALE) 3 ser
aplicado 3 e=ss populacag, anda que o= responeaysis esfsja de scordo com o TOLE,

Tanto no TGLE quanic no projelo eslao descricos oF necos reconsdos o parlicpacss na pesquisa, qus
Fchem "leye dor no local da puncas, inchaco, inflamacss ou ums manchs “prefc-arulads” no local da
prcads (hemalomal”. Mo enlanio, rag esia descrilo 0 que sem feilo pacs mnesizar on necos. O auloms
rmems infoemam gque necn de deng decmenie dRERE PEMUEES & minmo, no snlEnko, no casg de woos
sofenr algum dano que possa ser alnbuido 3w paricpaces. sers dispondbilzsdo 0 servico medico
amindaional do Hospilal Uriversitang de Brasdis ®

Ho TGLE nao consla o paragrado gue garanie o ressarcimento de gastos mlalives a peeqpasa = a
roanzacss de darcs dimeios 8 rdireios decomenies de partcapsces ro esiudn, condoree previsln no ilem
% 3h da Besolucao CHEME 46612

Anda nac congla no proglo 8 no TCLE. 3 garaniis de que 0 DNA genomico sxiraide apos seakrscao dy
presenie pesquesa sers descaisdo assim como qualquer ouira parle do malenal biolksgico obtido, £
mporisnie que o nveskgador deces claro qus casn sef de inkeese 0o grupo e perquEs avslor qualque
puiro evenio mag extabelscaio no presents propeto. dever s cbido us nowo TGLE,

Mo documening apraseniscdos. algune 580 sssmdos peby pequesdon Lucisea Pinlo Valbsdamne, como 8
carta de encamnhamentc a0 CEP- & pulros pels Prolessora Dia, Advisng Lofrang Ales Porto, toma a fotha
o rosin
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Considenches sobre oa Tomes do apreseiagde chrigatini:

Fara andlise da pendnoias foram aralisados o seguintes documenios:

- Informagdes Basitas 4o Projes _PE_INFORMADOES_RASICAS DO _FROJETO_ 355065 pdf, postado
om 1108015,

- Cutres: _ANEXD Il - Procodimams Operacional Padrao.docs, postado em 11062104 &

- Projicto Derlalhiado: _Progeio Eshedo do gene MERNG FPC_FIMAL docx. posilede em 11082015

- TCLE - Micdeln @& Termo di Corsenlimento Livie @ Esclarecido;_TCLE PPC MERNI_ FIMAL docx
postado em, 11/06/2045;

- Cubros: _Anesn |- armvazenaments BANGUE wix, pestado em 1 1DSZE

- Cuires: _Regimenie menrs Coka, Armazenamanio amosins Crups de Pesquisa em Endocrinologia Do
posiads am 11062015

- Projizto Derlalhadn: _Progeln Eshedo do gene MERMNE PPC_Modl Socd, postado em 11DS2015

- TCLE - Modelo g Termd di Consenlimanss Line & Esdarecds_TCLE PPC MERMNI_Mosf do, poatadn
wm 118082015

- Cubros:_Termo di Assentivene para mencnes de 15 ancs doo, posiado em 1UDSE01S

- Culros: _CamaRespPedencias CEPFE Propio MERMNI pof. posiado &m 11085005

Rpcoamanidac i

Hao e aplica.

Conclustes ou Pemsdincing o Lists de Inadoquagses:

Ardalee das resposias S pendinoas spontsdas no pamscer Mo, 1,065 030

1. Soboita-ss inchar na documentacss o modelo de Termo de Sssenlimanio pam parlicpanies de peaguisa
menomes de 16 snos PENDENGIS ATENDIDA,

2. 0 TELE devers per adequads 8o ilem . da Fes CHS 3402004, quanio a

2.8 sxpliciiscao clars dos sxames & lesles que serao ealizados, ndicacan dos genesissgmentos o ORNA
ou do FNA cu produlos genicos que serso esfudados & sua relacan com sveniual condican do participanis
de pesquss. Alnds. segurdo Carta Cirgular Mo G201 SCORNEPCREME, se Tor o caso, o pesquispdor
podera descrever o3 genes estudados de forma agrupsds segundo funconabdade cu sfsilo (eermplo
geres eisciorados 80 apaecomento do cancer, inflamacan, morle celular. meposts ag ratamenta. &ic.).
Nas SN0 NecEssa lsla-las indvidualimens; PEMDENCIA ATENDIDA

2 k) garanda de sigilo, privacidade e, quande for o caso, anonimain; PENDENCLA ATENDIOA

2.} pland de Scorssinameniy genlos @ acompanhamenio cinicd, oM a indicaca dos
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ESRONS IS, ST CUSioS para oo paricpanes da pesoubsa PEMDEMNCEA ATENDIDS

2.d) lipe & grau de 2oess0 a0s resulados por pame &0 sujeio, oom opoad de mar o nao Lonhecimaenio
oeasas infarmacoes; PEMDENCLS ATEMDIDS

2.2 mo cash de amazenamdenio o matedal, a mdomacan deve consiar do TCLE, expliciiamds a
posslilidade de ser usado &m nove projelo de pesquisa. E indspensavel que consbe lambem que o
pariicipanie séra contatado para conteoir oU N@o aulnnizaces par uso o malerial em luburos projgetos &
quE quandos nao for pessived, o Taio sera jusificads peranie o CEF. Explicktar tambem que o material
somenie sin ullizads medanie aprovacan S novwe profes pels TEP ¢ guands for o caso, pela COMEFR,
FEMDEMCIA ATEMDIOA

2.1) indormacass Juanio a medidas de prolecan e dados indiviousais, resulados de exames & beskes, bem
COITHD G ITTLEINO. QUE SOmEnlE 18I0 BORTHVEE B e piranres smnkaing B e nao SErE pEminda
0 BoEsE A lerteicos (sequiadorss, smpregadomns, supermsoreshismmucos #ic |, PENDENCLA ATENDIOS
2.4 mformacan quanto 8 medidas de protecag contra qualquer tips de deciminacan sl esSgmatizacan,
irdivicl o coletie; PENDENCIA ATENDIDA

2 ) s irepsligacoes fsmilleres. dewera ser chido o Temo de Consandments Lvme 8 Esclenscido de cads
rdrncug eshidedo.

3. Chonlg an TCLE, soicia-se ainda:

3.2 wdgrmar am mecides cassiras 8 guaniidsde de sangus & ser coletsdo. Por exemplo; 4mlL =
aprozimadamente 1 colher de cha. PENOENCIA ATENDIDA

At Solicita-se sxphclar garanka de resssrcmentn & ndencacan comkoome Hes V.3, subdens "gTe W, 8
fem I 4, subilem “c°, da Res . GHS 4662002, PENDEMCIS ATENDIDA

3.6] SolcAs-ps inclur no projsto & no TCLE, as medides gus serao reslizadas pars mnimicacss dos
riscos FENDOENCIA ATEMDIDA

A Sobola-em subettur o lrmo “copia™ por “wa®. corforme dem B3, subdem " e Bem 1Y 8, subfem 97,
da Fes, O85 S5002012 PENDERCGS ATENDIDA

3.8 Pars preservar 3 infegndade do documenio, schola-ss rumsrar suas pagiras . Por sxemplc, pagna 1
de 2, paging 2 de 2. Ainds. o TCLE devers ser rubeicads am iodas 3 wme pagings @ assiradas, ag se
lermino, pelo comadado & parbcipar da pesquisa. cu por sy repressniants legal, ssem como pelo
pesguissdor respormsavel, o pels (1) pessoa (5] por ele delegada (=), deverdo as paginas de assinaturas
estar na mesma dolha. PERDENCIA ATENDIDA

A1) Sobcra-ss inkormarn o que & & gual o papel do CEP. bem como & shobesces de ses dados de
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e e o Parar 1.1l

portans: “telefona: (51) 3107-1047 ou S0 e-mal cepis@unb.br cu ceplsunkiomail oo, horano de
alendimenio de 10:00hs as 1200hs @& de 1330hs as 15:30Fa, de segunda o sexda-leira. oalzeds na

Faculdade g Chencias da Saude, Campus Unksersian Darey Ribeire, Universidade de Brasiia, Asa More
PENDEMCLA ATEMDIDA

.50 Solicka-se relirar 06 CamMpas para preenchimento 9 ARG & CPF.FENDEMCLA ATENDIDA.

Pendéncias sanadas

Profoccs dit pesqibs em confemidage oom & Resokds CHE 4552012 & complamenta s
Stuscio do Parecar;

Aproasdn

Hitosits &peetiopbs da CONEP:

Mo

Consideraghes Finals a crivdrio do CEF:

Em acondo com @ Resolends 465M 3 CHE, ens X.1.- 3k g X124 o5 pesquisadonss responsdsss doverdo
apreseniar relatdrios parcial semesiral ¢ final do projets de pesquisa, conlados a partc da daia de
aprovapds do probocoln O pesgusa.

ERAEILLE, [ de Julho dia 2015

Azsinsdo por:
Warie Tosgamhi
[Coardansdor
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Apéndices

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

Pazina 1 de 3

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVEE ESCLARFCIDG

Sord esta zando comvidado(a) 2 participar, come voluntarioz), da pesguiza climica
intitlada “Esude do gens WEAN? em individuos portadersz de puberdads pracocs
central idiopatica razidsntes no Distrite Federzl e entorno”, realizads pela Faculdads da
Ciencias da 3aude da Universidade de Brasilis — F5/TUnB.

O objetive dezzs projsto 2 imvestizar a presenga de zlteracde: gZensticaz am
individuos com o dizgnostico de puberdade precocs central Sabe-zz gque o
dezemvolvimento da pubsrdads precoce pode zer cauzado por problemaz seneticos gus
podem ser herdades em pessoas da mesma fapulis, isto &, possivelmente por uma
mutacdo genetica. O medicos responzavels por esta pesquiza sstdo tentando dezcobrir o
tpe dz alteragio genstica gue causa 2:za doenga @ & swa participacdo podera comtribuir
para o malhor entendimenio das causas da puberdade precoce.

O procedimento de coleta do material para o estudo genstico sera da seguinta
forma: uma pequena amosira de zangus (cerca de L0 mL, o eguivalents 3 duasz colberses
ds cha) zera coletada de wma wveiz do antebrage, utlizands uma agulhas e zaringa
dezcartaveiz. A partiv dszza amosira do zangue, serdo culivadas as calula: brancas do zan
zangus para obter o DIJA (zsu codigo ou identidade genatica), para gue nels sajam
eztudado: algun: gene: gue estdo relacionzdoz ao desenvolvimento da puberdade
pIeCoce.

O DA zera usado unica e exclusivaments para o presents projeto de pesguisza,
porém poderd zer devidamente armarenado para possiveiz desdobramentos deste projeto. |
Cazo haja 3 necessidade d= outroz estodos, diferentez dosz que foram explicados agui,
voCé sera contatado novaments para conceder ou ndo & awtorizagdo para uso do material
armazanado & gquando ndo for poszalval, o fato zera justificado perants o Comité de Etica
et Pesguiza (CEF). O matsrial zoments zera utilizado mediante a3 aprovacdc do nove
projete pelo CEP 2, @z for o cazo, pela Comizzdo Macional d= Etca em Pesguiza
(COMEPF).

Existe um dezconforto e risco mimimo para 3 coleta da amostra de zangus e as
complicagdes gque podem ocorrer devido a este procedimento sdo: leve dor no local da
pungio, mchago, inflamacis ou uma manchs “preto-azulada” no local dz picada
(hematoma). Para minimizsr szze rizco, a coleta sera realizads por um profizzional da
arsa de =zaude capacitado e e:ze procadimento zera reslizado durantz 2 mua consulta
ambulatorial de rotina ou no momento da coleta de owiros exames gue fazem pare do zsu
acompanhamento clmico.

O beneficio pars vocg & gue o: resultados desta pesguizz poderdo esclarecer s
exizte cansa Zenstica pars a zua dosnga. Cazo zgja sncontrada uma mutagdo genetica, isso
podera ser util para o dizgnostice de ouwiros membros da suz familia, ou ainda, para o
ezclareciments da doenga de outras pezzoas gue tenham o mezmo problema.

O zau acompanhamsnto clinico continuara seguinde normalmente conforme a
roting do Ambulatoric de acompanhaments. A suz participacdo ndo ira interferir na
forma como o seu tratamento devera zar comtimizde. o cazo de zar encontrada alguma
mutacdo genetica, tambem zerz oferscido o encaminhamento 30 ambulatorio de Genatica
do Hospital Univerzitario d= Eraziliz, para o aconsalhaments ganstico, e of seus parantas
ds primeiro zrau poderdo zer convidado: a participarsen do esiudo, mediants a azzinatira

Fubrica do pesguizador )
Fubrica do participants ou rezponzavel leazal
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de um documento zemelhante a sste, Vocg podera, ac final da pesguiza, saber do
rezultado do sew eztudo genstico.

Todaz az informagdes desta projeto de pesquiza zerde confidenciaiz e nam vocé ou
zan {zus) filho (a) serdo identificados, am nenhwn momanto, durante o desanvolvimento
destz pezquiza, Sen sangus zerd procezzade ds tal forma que a sua privacidads e a ma
idenridade ;-:—ja totalments prezervads, ou seja, :omsants nosza equipe zabara que o sangus
£ zel, nmsu—m:u maiz ficara sabendo. Azzim, o seu nomes ndo zera divulzado em nanhuma
circumstancia. Ezzaz medida: visam garamtir 2 protecie contra gqualguer tipe de
dizcriminagdc e'ou  estigmatizagdo, individual ou  coletiva. Para manter ests
confidencislidads, a equipe do pesguizador razponzavel arguivara uma via daste Tarmo
de Conzentimantc Livre ¢ Esclarecido (TCLE) azzinado em zigilo abzoluto, e amribuira
um pimero de identificacfo para o szsu zangus ou seu DA Oz dades individuaiz,
rezultado: de emame: = teztez, bem como dados dos pr—::ntua::-:-; gletromicos, zomanta
zardo scezalvel: ao: pesguizadorss do esmdo, 2 ndo :era permitide, em hipotess
nephura o ACEIE0 & OUFAs pes:oas que ndo facam parta da aquips de pesquizadores. Oz
rezultado: da pesquiza poderdo zer divulzado: no Hospital da Crianga Joze de Alsncar de
EBraslia, no Hospital Univarzitario de Brazilia, podsndo zer publicado: em revistas
clentificas e:pecizlizads: posteriormente. 3eu nome ou ¢ material gue indigus a zua
participas 3o ndo zardo liberados e vocé ndo zara idsntificado (2) em naphuma publicagio
qua pozza resultar dzzte ezmdo.

Wocd zera esclarscidoa) sobre 3 pesquiza em gqualgusr szpecto gue desajar Vocs &
livre para recusar-ze 3 pariicipar, retirar :2u conssntmento ou inferromper & parbicipasdo
2 qualguar momsnto & & #1a recusd er participar ndo ira acametar qualguer penalidads cu
parda de banaficios.

A participacio no estude ndo acanetarél custos para vocd & ndo zer: dizponival
nanhur pagamenio pela EE] pm]tl]}ai;ﬂ.ﬂ- como voluntario (3) nessa pesquiza. Todos os
procedimanios nacessarios :ario feitos durants a =ua vinda ao hospital pars 3z cons ulta:
medicaz ou a realizacio doz zau: exames da rotina, de forma que a sua participagio nio
SCAITEtara eml Easios exiras para vood. Excepcicnzlmente, cazo 383 neceszarlo qus vood
comparaca ao hospital em horarie diferemte da sus consulta ou exams:z de rotina, o:
custo: do tranzpore de sua casa ate o hn:pi:al (ida & wolta) e zlimsntacdo zerdo
reszarcidos. Oz custos dos exame: da pesguiza serdo de responzabilidads do pesquizador.

O rizco de dano dscorrents dessa pesquiza & mmimo, no sufEnto, no caxo de voos
zofrer alzum dano que poszza zar atribmdo direta ou indirstaments 3 sua participsgio, zera
disponibilizade o service madico ambulatorisl e de emargincia do Hospital Universitario
da Brazilia @ vocé podera zer indenizado, chedecendo-s2 az dizpozipdes lagaiz vizentss no
Erazil

Ezte Termo de Conssmtimento Livre @ Esclarecido € sssinzdo em duss wviss de
igual teor: uma viz destz conzemtimento informade sara arguivada no Laboratorio ds
Farmacologia Molecular da Faculdade de Cigncia: da Sands da Univerzidade de Brazilia
2 putra s2ra formecida a voce. ]

Este projete fol Aprovado pele Comitg de Etica em Pesguiza da Faculdade de
Ciencizz da Saude (CERFR) da Universidade de Brazilia O CEP 2 composto por
profizzionsiz de diferantes areas cuja fungdo @ defender oz interszzes dos participantes da
pesguiza em sua integridade e dizmidads e contribuir no desenvolvimento da pesguiza
dentro da padrbes aticos. As duvidss com relacio a azsinstura do TCLE ou oz direitos do
participants dz pesguiza podem zer obtidos arava: do welefome: (617 3107-1947 ou do

Foubrica do pesguizador )
Pubrica do participants ou responsavel l2zal
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e-mail cepfz@unb.br ou cepfaunk@email.com, horario de atendimento de 10:00hs as
12:00hks & da 13:30ks 2= 15:30hks, d2 segunda a sexta-feira

DECL :'lR_"'a.c-.ElG DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL

En, .
fui informada (o) doz objetvos da pesguiza acima de maneira clara e detalhada =
esclaraci minha: duvidss. Sei gue em gqualguer momento podersi solicitar novas
informagde: & motivar mmhs deciz@o ze aszim o desejar O(a) pesguizadora)
e ofa} profeszorfa) co-orizntadora)
cemificaram-tne de gue todo: os
dadoz desta pesguiza =zerdc confidenciziz. Tambem 30 qus caso exbxtam gastos
adicionaiz, eztez zeric sbzorvidos pelo orgaments da pesquiza. Em cazo de duvidas
podersi chamar 3z dras Luociana Pouo Valadares, Fenata Santarsm de Oliveira ou a
profzzzora orientadora Dira Adrisna Lofrano Alves Porto, ne sndsrego: SGAN 803,
avenida L2 Morte, Ambulatorio de Endocrinclogia do HUE (quintas-feiraz de 14:00 az
18:00horaz), telefone (§1) 3448-3235 ou pelo e-mail kvaladares@unb br. Eston cients
que tambam poderai conzultar a qualquer momento o Comits de Etica em Pesguiza (CEE)
da Faculdada de Ciéncias da Saude da UnBE atravas do telafome (613 3107-1047 ou do
e-mail cepfz@unb.br ou cepfounb@email.com, horario de atendimento de 10:00hs a=
12:00hs & da 15:30hs az 15:30ks, de zegunda 2 zexta-feira |, localizado na Faculdade de
Ciénciaz da 3a0ds, campus Universitario Darcv Ribeiro, Univerzidade de Brasilia, Aza
Maorte.

Declaro gue concordo em participar desze sstude. Fecshi uma wiz  dests ternmo ds
conzsnmmento livre @ esclarecide, f2ito em dus: wiaz de izusl teor & a:zinadas, & me fol
dada a oportunidade da lar & esclaracer s minhas duvidas.

Drata:
MHore:

Azzinatura do Paricipants o]
rezponzavel

Mome:
Azzmatura do pesguizader

Fubrica do pesguizador ]
Fubrica do participants ou responszaval lzzal



