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Gomes NLRA. Novas perspectivas no diagnóstico etiológico dos distúrbios 
do desenvolvimento sexual 46,XY [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo; 2019. 

Os distúrbios do desenvolvimento sexual (DDS) 46,XY constituem um grupo 
de doenças com etiologia heterogênea, o que dificulta a análise molecular 
pela tradicional estratégia de estudo do gene candidato. O diagnóstico 
molecular é identificado em menos de 50% desses pacientes avaliados pelo 
sequenciamento por Sanger, especialmente aqueles com disgenesia 
gonadal (DG). As técnicas de sequenciamento paralelo em larga escala 
(SPLE), desenvolvidas nos últimos anos, permitem a análise simultânea de 
múltiplos genes, bem como a identificação de novos genes, como foi o caso 
do gene DEAH-box helicase 37 (DHX37). Este gene foi previamente 
identificado em nossa casuística como novo gene candidato à síndrome de 
regressão testicular embrionária (SRTE), considerada um espectro da DG. 
Neste contexto, os objetivos deste projeto foram: 1) determinar a etiologia 
molecular de uma coorte de pacientes com DDS 46,XY, identificando 
variantes em genes já associados à etiologia dos DDS e também em genes 
candidatos aos DDS; 2) identificar novos genes candidatos à etiologia dos 
DDS, utilizando SPLE por painel de genes-alvo e por sequenciamento 
exômico global, respectivamente. Para confecção do painel, foram incluídas 
as regiões exônicas de 63 genes já associados ou candidatos aos DDS na 
literatura, incluindo o DHX37. O sequenciamento foi realizado na plataforma 
Illumina. Os dados brutos foram analisados utilizando um pipeline para a 
identificação de variantes de ponto, indels e alteração de número de cópias. 
As variantes foram classificadas de acordo com os critérios do American 
College of Medical Genetics. A casuística estudada incluiu 100 casos 
esporádicos e 14 casos famílias de 7 famílias distintas, sendo 45 casos 
índices com DG (12 deles com SRTE), 54 casos classificados com DDS de 
etiologia indeterminada e 8 casos índices com DDS por provável defeito de 
síntese de andrógenos. Os casos esporádicos foram estudados por SPLE 
por painel, e os familiais foram estudados em sua maioria por 
sequenciamento exômico. O diagnóstico molecular foi elucidado em 20.5% 
dos pacientes, sendo identificadas variantes patogênicas ou possivelmente 
patogênicas em 6 dos 45 casos índices (13%) com DG, 10 dos 54 índices 
(18.5%) com DDS de etiologia indeterminada e em 6 dos 8 casos índices 
(75%) com DDS com suspeita diagnóstica, incluindo variantes no NR5A1, 
DHX37, WT1, AMH, MAP3K1, SRD5A2 E HSD17B3. Variantes de 
significado incerto foram identificadas em 12% da casuística, destacando-se 
as variantes no GATA4, MAP3K1, ESR2, CBX2.2. Em 5% dos pacientes 
foram identificadas duas variantes, sugerindo herança digênica. As variantes 
no DXH37 (n=4) foram as mais frequentes sendo identificadas em quatro 
casos esporádicos e em três casos familiais de duas famílias distintas com 
fenótipos variados, de SRTE a DG parcial, a maioria deles sem derivados 
Mullerianos. As variantes estão localizadas em dois domínios conservados 
da proteína (helicase C-terminal e de ligação ao ATP) e sua frequência foi 
significativamente superior em pacientes com fenótipo de SRTE (44%) e DG 
(8%) em relação aos controles (p<0.001). Os achados desse trabalho 



 

  

reforçam a relevância do SPLE na determinação etiológica dos DDS 46,XY e 
indicam que variantes no DHX37 são causa frequente de DDS disgenético, 
em todo o seu espectro, especialmente de SRTE, sendo este gene 
importante não só na formação como na manutenção testicular. 

  

Descritores: Transtornos do desenvolvimento sexual; Disgenesia gonadal 46 
XY; Sequenciamento completo do exoma; Gene DHX37; Sequenciamento 
de nucleotídeos em larga escala; Gene NR5A1. 
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Gomes NLRA. Novel perspectives of the genetic etiology of the 46,XY 
disorders of sex development  [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo”; 2019. 

Since the genetic etiology of the 46,XY disorders of sex development (DSD) 
is highly heterogeneous, obtaining a definitive molecular diagnosis by single 
gene test is challenging. A molecular diagnosis is identified in less than 50% 
of these patients who are studied by Sanger sequencing, especially those 
with gonadal dysgenesis (GD). In the last years, massively parallel 
sequencing (MPS) technologies have been proposed as an efficient 
sequencing approach by analyzing multiple genes at the same time, as well 
as allowing the identification of novel genes, as the DEAH-box helicase 37 
(DHX37). This gene was previously identified in our cohort as a candidate 
gene for the embryonic testicular regression syndrome (ETRS), which is 
considered part of the spectrum of gonadal dysgenesis (GD). In this context, 
the objectives of this project were: 1) to investigate the molecular etiology of 
a cohort of patients with 46,XY DSD, identifying variants in genes previously 
known to be associated with DSD and also in DSD candidate genes; 2) 
identify novel candidate genes for the DSD etiology, using MPS by panel 
sequencing and by whole exome sequencing (WES), respectively. We 
designed an amplicon-based capture panel of 63 genes for targeted 
sequencing including genes already associated and candidate genes for the 
DSD etiology, including the DHX37. Sequencing was performed in the 
Illumina platform. The data was analyzed by an in-house pipeline in order to 
identify the missense and indels variants and for copy number variations. The 
variants were classified according to the American College of Medical 
Genetics. We studied 100 sporadic cases and 14 familial cases from 7 
different families, including 45 index-cases with GD (12 of them had ETRS), 
54 cases classified as DSD of unknown etiology and 8 cases with androgen 
synthesis defect. The sporadic cases were studied by target MPS and most 
of the familial cases were studied by WES. A genetic diagnosis was 
established in 20.5% of the patients. Pathogenic or likely pathogenic variants 
were identified in 6 of 45 index-cases (18%) with GD, 10 of 55 index-cases 
(18.5%) with DSD of unknown etiology and 6 of 8 patients (75%) suspected 
of having a testosterone synthesis defect, including variants in NR5A1, 
DHX37, WT1, AMH, MAP3K1, SRD5A2 E HSD17B3 genes.  Variants of 
uncertain significance were identified in 12% of the cohort, highlighting 
variants in GATA4, MAP3K1, ESR2, CBX2.2. Two variants were identified in 
5% of the patients, suggesting a digenic inheritance. The DHX37 variants 
(n=4) were the most frequent and were identified in four sporadic cases and 
in three familial cases from two unrelated families with variable phenotypes, 
including ETRS and partial GD, most of them without Mullerian derivatives. 
The variants were identified in two conserved domains of the protein 
(helicase C-terminal and ATP binding domain) and their frequency was 
enriched among patients with ETRS (44%) and GD (9%) from the cohort in 
comparison to the frequency of deleterious variants among controls 
(p<0.001). The present findings reinforce the relevance of MPS in the 46,XY 
DSD investigation and indicate that DHX37 variants are a frequent cause of 



 

  

all GD spectrum of, especially for ETRS, being this gene important not only 
for the development but also for the maintenance of the testicular tissue. 

 

Descriptors: Disorders of sex development; Gonadal dysgenesis 46 XY; 
Whole Exome Sequencing; DHX37 gene; High-throughput nucleotide 
sequencing; NR5A1 gene.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Mecanismos envolvidos no desenvolvimento sexual 

 

O desenvolvimento sexual dos mamíferos é um processo complexo, 

determinado geneticamente e pode ser dividido em três etapas.  

A primeira etapa consiste na determinação do sexo cromossômico. 

Após a fertilização do embrião, na dependência de qual cromossomo sexual 

foi recebido, a cascata do desenvolvimento sexual feminino ou masculino é 

deflagrada na presença do cromossoma X (determinando o cariótipo 46,XX) 

ou Y (determinando o cariótipo 46,XY), respectivamente (1). As etapas que se 

seguem são as da determinação e da diferenciação sexual (2).  

A fase da determinação sexual se refere aos processos envolvidos no 

desenvolvimento do sexo gonadal, ou seja, dos eventos que culminam com a 

transformação da crista urogenital, que é tecido embriológico indiferenciado, 

para o estado de gônada bipotencial e subsequente diferenciação em gônada 

feminina ou masculina (3).  

A etapa da diferenciação sexual engloba os processos do 

desenvolvimento da genitália interna e externa que resultam no fenótipo 

feminino ou masculino (3). 

 

Determinação sexual 

A gônada bipotencial é constituída por duas populações celulares 

distintas: a germinativa e a somática, originárias do epitélio celômico e do 

mesênquima, respectivamente (1). 

Em humanos, a fase de determinação sexual tem início por volta da 

sexta semana de vida intraembrionária e consiste no processo de 
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transformação do tecido somático gonadal bipotencial em gônada feminina ou 

masculina (1). Trata-se de uma fase complexa envolvendo inúmeros genes e 

moléculas sinalizadoras que interagem entre si, culminando na formação do 

testículo ou do ovário (4) (Figura 1). 

Em embriões XY, as células do epitélio celômico se diferenciam em 

células de Sertoli, que coalescem ao redor das células germinativas para 

formar os cordões sexuais dos testículos, futuros túbulos seminíferos(5). As 

células mesenquimais, esteroidogênicas, se diferenciam em células de 

Leydig, produtoras de testosterona (6).  

De forma semelhante, nos embriões 46,XX, o epitélio celômico se 

diferencia nas células da granulosa e fornecem o suporte para as células da 

teca, de origem mesenquimal (1, 5). Nas células da teca, a síntese de 

esteróides sexuais começa com a síntese de androstenediona, que é 

convertida em estrona e esta última em estradiol nas células de granulosa (6).  

O controle genético do processo de determinação sexual é complexo e 

envolve uma rede de interação gênica, em que as vias da determinação 

testicular e ovariana são próprias e antagônicas (7). Nos indivíduos 46,XY, o 

gene SRY desencadeia a cascata da diferenciação testicular (8, 9), regulado 

pelos genes WT1 (10), NR5A1 (11), CBX2 (12), GATA4 (13) e seu cofator ZFPM2 

(14) induzindo a expressão do gene SOX9 (15). Este tem um papel central, 

regulando a expressão de diversos genes da diferenciação sexual masculina, 

como FGF9/FGFR2 (16), PTGDS (17), AMH (18), além de suprimir a expressão 

de genes indutores da diferenciação ovariana tais como o RSPO1 e FOXL2 (7, 

19). Outros genes como o DHH (20, 21), MAP3K1(22, 23), WWOX(24) e DMRT1 (25, 

26) foram adicionados como participantes da via de determinação testicular 

após a identificação de alterações deletérias de ponto ou de número de 

cópias em associação com o fenótipo de distúrbios da determinação testicular 

em humanos e camundongos (19).  

Nos indivíduos 46,XX, a RSPO1 e o FOXL2 ativam os genes WNT4, β-

catenina e a FST (27-29) que, por sua vez, reprimem a expressão do SOX9 (30). 

O gene NR0B1, que está localizado no cromossomo X e que codifica a 
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proteína DAX1, pode atuar como co-repressor ou co-ativador do gene NR5A1 

dependendo do contexto. A duplicação deste gene está associada à 

alteração do desenvolvimento testicular, mostrando que em indivíduos 46,XY 

o seu papel é dose dependente (31).  

 

 

Fonte: Adaptado de Ono e Harley (19) 

 
Figura 1 -  Rede de interação gênica responsável pela determinação 

gonadal. Genes conhecidos relatados aos DDS em humanos 
(letra maiúscula) ou somente em camundongo (letra minúscula). 
As setas mostram as vias de ativação e os conectores as vias de 
supressão 

 

Diferenciação sexual 

Este processo é dependente da ação dos hormônios secretados pelos 

testículos (3). Por volta da sétima semana de gestação, os embriões dispõem 

de dois sistemas de dutos embrionários, os dutos paramesonéfricos (ou 

Mullerianos) que são precursores das trompas, útero, terço superior da 

vagina, e os dutos mesonéfricos (ou de Wolff) precursores dos  vasos 

deferentes, epidídimo, vesículas seminais e duto ejaculatório. Assim, o  

desenvolvimento dos testículos leva à produção do hormônio antimulleriano, 
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secretado pelas células de Sertoli, responsável pela regressão dos dutos de 

Muller (3). A testosterona, secretada pelas células de Leydig nos testículos 

fetais, age nos dutos de Wolff levando à formação das estruturas do sistema 

reprodutor masculino (7). A testosterona é convertida perifericamente pela 

ação da enzima 5-α redutase tipo 2 em diidrotestosterona (DHT). Esta, por 

sua vez, age no tubérculo genital, que é o órgão precursor da genitália 

externa, originando a glande peniana e estimulando a fusão ventral das 

pregas uretrais, formando a uretra e o corpo peniano. As pregas 

labioescrotais unem-se medianamente, formando a bolsa escrotal, enquanto 

a uretra prostática se origina do seio urogenital. O processo de formação da 

genitália externa masculina se completa por volta da 12a semana de 

gestação, enquanto o crescimento peniano ocorre principalmente no último 

trimestre da gestação (3).  

Na ausência de secreção de testosterona e do hormônio 

antimulleriano, haverá regressão das estruturas de Wolff com manutenção de 

desenvolvimento das estruturas mullerianas, originando trompas uterinas, 

útero e vagina proximal, originando estruturas internas e externas femininas 

tanto nos indivíduos 46,XX quanto 46,XY com distúrbio da determinação 

sexual. 

 

1.2 Distúrbios/ Diferenças do Desenvolvimento Sexual  

 

Os distúrbios do desenvolvimento sexual (DDS) constituem um grupo 

de anomalias congênitas que afetam a diferenciação do sistema urogenital 

associadas a alterações em uma das três etapas do desenvolvimento, seja 

da determinação cromossômica, gonadal ou diferenciação sexual(32), 

resultando em um espectro fenotípico que abrange desde atipias genitais 

variadas, incongruência entre fenótipo hormonal e fenótipo sexual a distúrbios 

do desenvolvimento puberal e infertilidade (32). Embora o diagnóstico dos 

DDS possa ser dado em qualquer idade, a apresentação mais comum é ao 

nascimento, quando se identifica a genitália atípica (33). 



Introdução 6 

  

 

 

Cabe ressaltar que o termo “distúrbios do desenvolvimento sexual” 

veio em substituição ao antigo termo “intersexo” e foi proposto pelo Consenso 

de Chicago em 2006 (32, 33). Nos últimos anos, vários especialistas têm o 

substituído por “diferenças” do desenvolvimento sexual (34, 35). 

A causa mais frequente de DDS em indivíduos 46,XX é a forma 

clássica da hiperplasia adrenal congênita por deficiência da 21-hidroxilase, 

correspondendo a cerca de 90-95% de todos os casos (32, 36). Em contraste, 

apenas 50% dos pacientes com DDS 46,XY têm um diagnóstico 

estabelecido, havendo diversas etiologias (32). Podem ser decorrentes de 

disgenesia gonadal (em sua forma completa e parcial), de defeitos na 

produção de testosterona (incluindo a resistência ao hormônio luteinizante 

(LH) e defeitos na síntese de testosterona) ou ação da mesma, como na 

síndrome de insensibilidade aos andrógenos, nas formas parcial (PAIS) e 

completa (CAIS), ou defeitos na produção ou na ação do hormônio 

antimulleriano.  

 

1.3 Determinação da etiologia dos DDS 46,XY 

 

O diagnóstico dos DDS envolve alta complexidade, sendo necessária a 

combinação de achados fenotípicos, bioquímicos (hormonais) e os achados 

moleculares. O diagnóstico genético-molecular desses pacientes é 

importante, especialmente nos casos identificados logo ao nascimento, para 

auxiliar na determinação do sexo social, na predição da função endócrina 

gonadal, das possíveis condições de fertilidade e do desenvolvimento tumoral 

na vida adulta e fornecer um diagnóstico definivo (37).  

Tradicionalmente, o método mais empregado para obtenção do 

diagnóstico molecular dos DDS 46,XY é o sequenciamento pelo método de 

Sanger (38), que se baseia na estratégia de avaliação do gene candidato. 

Assim, para a identificação de um possível gene candidato, primeiro é preciso 

ter um diagnóstico sindrômico (disgenesia gonadal, defeito de síntese de 

testosterona, defeito na ação da testosterona ou etiologia indeterminada). 
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Para tal, faz-se necessária a realização de exames de imagem, para verificar 

a presença de derivados mullerianos, e a dosagem de andrógenos, seja 

basal ou após estímulo com gonadotrofina coriônica humana (hCG) nas 

crianças em período fora da minipuberdade ou da puberdade. Contudo, há 

limitações desse tipo de abordagem.   

Primeiramente, as dosagens hormonais devem ser preferencialmente 

obtidas após o estímulo com hCG, não havendo uniformidade nos protocolos 

usados para uso desse estímulo. Assim, pode ocorrer de o estímulo não ser 

suficiente para amplificar a produção de testosterona, especialmente na 

infância e pré-puberdade, devido à inatividade das células de Leydig neste 

período, de forma a permitir uma adequada avaliação dos esteroides 

desejados (39, 40).  

Além disso, as dosagens dos esteroides possuem suas limitações 

metodológicas e em relação à padronização dos valores de referência (41). O 

método mais empregado na rotina dos laboratórios é o imunoensaio (IE). 

Contudo, a especificidade de kits comerciais é reduzida, com frequente 

reatividade cruzada entre os diferentes tipos de esteroides, interferindo nas 

relações hormonais que são empregadas na avaliação dos defeitos de 

síntese de testosterona (41). Dessa maneira, o ideal é acoplar o RIE à coluna 

de extração e/ou a cromatografia, o que não é a prática da maior parte dos 

laboratórios (41).  

Mesmo em condições ideais, a sensibilidade das relações 

testosterona/androstenediona (T/A) e testosterona/ diidrotestosterona 

(T/DHT) para diagnosticar as deficiências de 17- hidroxiesteroide 

desidrogenase tipo 3 (HSD17B3) e de 5- redutase tipo 2 (5ARD2), 

respectivamente não é 100%, sendo também considerável o número de 

falsos positivos (39, 42).  

A deficiência da 17β -hidroxiesteroide desidrogenase tipo 3 é sugerida  

por  relação testosterona/ androstenediona (T/A) inferior a 0,8 (43). Há relatos 

de pacientes com diagnóstico molecular confirmado de defeitos no gene 

HSD17B3 com relação T/A superior a 0,8 em algumas coortes (43-45). Além 
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disso, em uma coorte de 114 pacientes avaliados para essa relação (T/A), 

5% (4/ 84) dos pacientes com diagnóstico de insensibilidade aos andrógenos 

(AIS) e 56% dos pacientes com disgenesia gonadal apresentavam uma 

relação alterada (39).    

Em relação ao diagnóstico bioquímico de deficiência da 5- redutase 

tipo 2, o ponto de corte da relação T/DHT é variável dentre as diferentes 

coortes, não havendo um consenso (46) (47). Em crianças até 6 meses de idade 

há casos de relações T/DHT falsamente normais (48), e relações alteradas 

não são específicas da deficiência de 5-α redutase tipo 2 em qualquer idade, 

podendo estar presente em indivíduos com AIS (49, 50). Assim, o diagnóstico 

definitivo, especialmente em crianças de até 6 meses, deve ser feito pela 

análise molecular. 

Outro fato importante é que o volume de sangue necessário para a 

dosagem desses esteroides por IE é grande, o que pode ser complicado em 

se tratando de recém nascidos e crianças pequenas.  

O emprego da espectrometria de massas, seja acoplada a 

cromatografia líquida ou gasosa, permite a adequada mensuração dos 

esteroides por identificar o analito específico de acordo com seu peso 

molecular. O seu emprego melhora a acurácia das dosagem dos andrógenos 

e, ainda, permite a dosagem de todos os esteroides em um único frasco, 

reduzindo o volume de sangue extraído (41). Entretanto, considerando o alto 

custo, limitada disponibilidade do método e ainda ausência de valores de 

referencia padronizados, ele não é utilizado de rotina na prática clínica (41). 

Ainda, a avaliação da presença de derivados Mullerianos por análise 

ultrassonográfica está associada a erros diagnósticos por ser examinador 

dependente (51), ficando o diagnóstico de certeza apenas após a avaliação 

laparoscópica, que é invasiva. 

Por todos esses fatores expostos, classificar clinicamente um paciente 

com DDS 46,XY afim de se determinar um gene candidato é laborioso e 

sujeito a erros.  
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1.4  Diagnóstico molecular dos DDS 46,XY pelo sequenciamento pelo 

método de Sanger  

 

Quando há evidência bioquímica inequívoca de que determinada via de 

produção hormonal está comprometida (como na deficiência de 17-

hidroxilase, de 3- hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2) ou nos casos com 

suspeita de CAIS ou PAIS, as chances de se identificar o diagnóstico 

genético pelo tradicional sequenciamento do gene candidato pelo método de 

Sanger são elevadas. Diferentemente, o grande número de genes envolvidos 

no processo da determinação testicular e da esteroidogênese, candidatos 

potenciais para a etiologia dos DDS disgenéticos ou de origem etiológica 

indeterminada, torna a abordagem gene a gene um trabalho árduo, demorado 

e com aplicação diagnóstica limitada na prática clínica.  

Em nossa coorte de 173 casos índices com DDS 46,XY, dos 44 

pacientes com defeitos da esteroidogênese (CYP17A1, 3BHSD2, HSD17B3, 

SRD5A2) e dos 29 pacientes com fenótipo de síndrome de insensibilidade 

aos andrógenos, o diagnóstico foi possível em 91.6% e 96.5% dos casos, 

respectivamente (dados não publicados). Entretanto, o diagnóstico molecular 

só foi elucidado em 21.5% (n=51) dos pacientes com disgenesia gonadal, 

após avaliação de 8 genes pelo método de Sanger (NR5A1, SRY, MAP3K1, 

FGFR2, FGF9, GATA4, DMRT1, WT1) e em 17% (n=36) dos pacientes com 

diagnostico indeterminado.  

Assim, um número significativo de pacientes portadores de DDS 46,XY 

permanece sem diagnóstico etiológico, principalmente os pacientes com 

disgenesia gonadal e os indeterminados (32, 52). Este baixo percentual indica 

que genes/vias ainda desconhecidos devam estar implicados na etiologia da 

determinação e desenvolvimento sexual. 

Em conjunto, as dificuldades encontradas no diagnóstico dos DDS 

46,XY vão desde o estabelecimento do diagnóstico sindrômico ao diagnóstico 

molecular, fazendo-se necessária a busca por métodos diagnósticos mais 
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sensíveis e acessíveis, bem como a identificação de novos genes envolvidos 

no processo.  

  

1.5  Sequenciamento paralelo em larga escala (SPLE) para o 

diagnóstico molecular dos DDS 46,XY 

 

Nos últimos anos, o sequenciamento paralelo em larga escala (SPLE) 

ocasionou grande evolução permitindo a genotipagem simultânea de diversas 

regiões do genoma (53, 54). Pode ser realizado através do sequenciamento 

exômico por um painel de genes relacionados a um determinado fenótipo, da 

análise do exoma completo ou, ainda, do genoma integral de um paciente. A 

incorporação dessas técnicas na rotina diagnóstica de diversas doenças tem 

facilitado o diagnóstico molecular, com um menor custo (55-58), além de o 

sequenciamento exômico ou genômico permitirem a identificação de novos 

genes candidatos. 

O primeiro estudo a utilizar a técnica de sequenciamento para 

avaliação da etiologia molecular de 10 pacientes com DDS 46,XY utilizou um 

painel de 35 genes relacionados aos DDS. Foi possível confirmar o 

diagnóstico molecular de 5 pacientes DDS 46,XY e identificar a etiologia de 

outros 2 de 5 pacientes sem diagnóstico (59). A partir de então, outras coortes 

de pacientes com DDS 46,XY foram estudadas através de sequenciamento 

por painel com um percentual diagnóstico que varia de 29 a 47% (Tabela 1).  
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Tabela 1 -  Estudos que utilizaram SPLE por painel de genes associados 
aos DDS. A frequência do diagnóstico molecular inclui apenas 
variantes classificadas como patogênicas ou provavelmente 
patogênicas 

 

Referência 
Painel de 

genes 
n 

Frequência do diagnóstico 
molecular (%) 

Arboleda, VA et al. 2013 (59) 35 14 28,6 

Baxter, RM et al. 2015 (60) 64 40 34,5 

Dong et al. 2016 (61) 219 21 38,1 

Eggers et al. 2016 (62) 64 278 43 

Kim, JH et al. 2017 (63) 67 37 29,6 

Fan,Y et al. 2017 (64) 80 32 28.1 

Wang, H et al. 2018 (65) 33 70 42.9 

Hughes, LA et al. 2019 (66) 30 80 34 

Xu, Y et al. 2019 (67) 2.742 96 46.9 

 

 

Além disso, diversos casos de DDS tiveram o diagnóstico molecular 

elucidado a partir do sequenciamento exômico global, ampliando os 

espectros fenotípicos. Como exemplo, a variante p.Arg92Trp no NR5A1, 

gene associado apenas ao DDS 46,XY, foi identificada em pacientes com 

DDS 46,XX ovotesticular e testicular (68, 69). 

Novos genes candidatos à etiologia dos DDS 46,XY têm sido 

identificados através dessa técnica, merecendo destaque o gene DEAH-box 

helicase 37 (DHX37), descrito pela primeira vez em nossa casuística (70).  
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1.6  DEAH-box helicase 37 (DHX37): novo gene candidato à etiologia do 

DDS 46,XY disgenético 

 

O DHX37 tornou-se um gene candidato à etiologia do DDS após a 

identificação da variante em heterozigose c.G923A; p.Arg308Gln por 

sequenciamento exômico de 4 casos familiares de micropênis e síndrome de 

regressão testicular embrionária (SRTE) de 2 famílias distintas e 2 casos 

esporádicos com mesmo fenótipo, de famílias não relacionadas, incluindo 

um caso esporádico chinês americano, sem que haja um efeito fundador 

dessa variante (70, 71). A segregação da variante nessas famílias mostrou 

padrão de herança variável: materna, de novo e paterna, em uma das 

família, sendo o pai carreador assintomático (70, 71).   

A SRTE é considerada um espectro da disgenesia gonadal parcial e é 

caracterizada pela ausência de tecido gonadal, associada a atipia genital  ou 

a micropênis isolado (72, 73). Relatos prévios da ocorrência de SRTE em 

irmãos sugere uma possível base genética, até então desconhecida (72).  

O DHX37, está localizado no 12q24.31, pertence à família das RNA 

helicases, que utilizam ATP para se ligar ou remodelar ácidos nucleicos, 

complexos ácido nucléico-proteína ou ambos. A proteína codificada possui 

uma região muito conservada formada por quatro aminoácidos (DEAH - 

Asparato-Glutamato-Alanina- Histidina). Membros da família das helicases 

participam de vários processos celulares envolvidos na alteração da 

estrutura secundária do RNA, como a iniciação da tradução, splicing 

alternativo mitocondrial ou nuclear e biogênese ribossômica (74). Este gene 
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tem expressão testicular, como mostrado pelo the Human Protein  

Atlas (75), porém seu papel no desenvolvimento gonadal ainda é 

desconhecido.  

Há um caso descrito de paciente portador de DDS 46,XY sindrômico, 

com micropênis e criptorquidia, em que foi verificada deleção no 

cromossomo 12q24.31-33, contendo o gene DHX37 (76).  

Até o presente momento, os pacientes com SRTE haviam sido pouco 

estudados nas diversas coortes de pacientes com DDS 46,XY, 

permanecendo sem um diagnóstico etiológico, especialmente os casos 

familiais. Apenas o gene NR5A1 foi previamente associado ao fenótipo de 

SRTE, descrito apenas em um caso isolado (77). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 Justificativa 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Dispomos de uma grande coorte de pacientes com DDS 46,XY de 

etiologia genética indeterminada, a maioria já estudada pelo tradicional 

método de Sanger, incluindo um número considerável de pacientes com 

SRTE.  

Considerando que as novas técnicas de SPLE têm ampliado o 

diagnóstico molecular de pacientes em diversas estudos, esperamos 

elucidar a etiologia dos pacientes com DDS 46,XY da nossa coorte, 

utilizando tais técnicas. 

Ainda, levantamos a hipótese de que variantes deletérias no gene 

DHX37 possam ser causa não só de SRTE, como identificado até o 

momento, mas também da disgenesia gonadal, em todo o seu espectro e 

pretendemos ampliar as evidências genéticas de sua associação com este 

fenótipo.  

A identificação da causa genética dos DDS 46,XY permite o 

aconselhamento genético e o seguimento adequado desses pacientes. A 

identificação de novos genes candidatos amplia a possibilidade de conhecer 

novas vias do desenvolvimento sexual.  
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3 OBJETIVOS  

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Determinar a etiologia molecular de casos familiais e esporádicos de 

uma coorte de pacientes com DDS 46,XY sem etiologia molecular definida 

por técnica de sequenciamento paralelo em larga escala. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

3.2.1  Avaliar a presença de variantes alélicas patogênicas em genes já 

associados aos DDS  

3.2.2  Verificar a presença de variantes no recém identificado DHX37 

potencialmente causadoras de DDS 46,XY  

3.2.3  Identificar novos genes candidatos aos DDS  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Pacientes e Métodos 
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4 PACIENTES E MÉTODOS 

 

 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP (número: 1.968.070). O 

consentimento informado formal foi concedido pelos pacientes ou 

responsáveis legais (Anexo 1). 

A confidencialidade dos resultados obtidos foi garantida a todos os 

pacientes. Os achados de defeitos genéticos relacionados às doenças em 

investigação serão informados aos pacientes e/ou seus responsáveis legais.  

 

4.1 Pacientes 

 

Os pacientes foram convidados a participar do estudo por serem 

portadores de DDS 46,XY sem etiologia molecular definida. 

Todos os pacientes têm cariótipo 46,XY em pelo menos 30 células 

analisadas obtidas de sangue periférico, sem outros estigmas que pudessem 

os classificar como sindrômicos. 

Os pacientes foram selecionados, em sua maioria, no Ambulatório de 

Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP), além de alguns 

casos provenientes de outros serviços (Hospital das Clínicas de Porto 

Alegre/ RS e Hospital Nacional Prof. Dr. A. Posadas, Buenos Aires/ 

Argentina). 

Dos 173 casos índices com DDS 46,XY que já haviam sido 

previamente avaliados para variantes em pelo menos um gene candidato 

associado aos DDS pela técnica de Sanger, foram selecionados 76 casos 

sem diagnóstico molecular prévio além de outros 31 casos que não haviam 
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sido estudos previamente. A Figura 2 representa o fluxograma de seleção 

dos pacientes da casuística. 

 

 

 

Figura 2 -  Fluxograma representando a seleção dos pacientes da 
casuística do estudo. O asterisco marca que um dos casos 
índices possui variantes no gene da MAP3K1 em associação ao 
FGFR2 (78) 

 

Os pacientes foram classificados em três grupos de acordo com o 

fenótipo: 

1) DDS 46,XY por disgenesia gonadal: inclui pacientes com 

derivados mullerianos e/ou pelo menos uma das gônadas 

disgenéticas histologicamente ou ausentes, nas formas completa 

e parcial.  

2) DDS 46,XY de etiologia indeterminada: inclui pacientes a princípio 

não disgenéticos, em que estudo hormonal (basal e/ou após 

estímulo com hCG) e/ou por imagem não encontrou a etiologia do 

DDS ou aqueles em que a avaliação hormonal não foi possível, 
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seja por gonadectomia prévia ou pela indisponibilidade de exames 

hormonais; 

3) DDS 46,XY não disgenético com provável defeito na produção de 

andrógenos sem diagnóstico molecular definido  

Foram incluídos 100 casos para sequenciamento em painel de genes 

e 14 casos familiais de 7 famílias para sequenciamento exômico, totalizando 

114 casos.  

Dos 100 casos selecionados para painel de genes, 98 são 

esporádicos e dois casos são familiais. Estes dois casos familiais foram 

estudados por painel devido à indisponibilidade do DNA dos familiares na 

ocasião (Tabela 2). Há histórico de consanguinidade em 13 casos 

esporádicos e em três casos familiais. 

O detalhamento dos dados clínicos, laboratoriais que permitiram a 

classificação de cada paciente em um dos três grupos supracitados bem 

como  os genes que foram previamente estudados por Sanger em cada um 

deles pode ser visto nos Anexos 1, 2 e 3. O heredograma bem como o 

fenótipo de cada uma das famílias estudadas está na Figura 3. 

No grupo de pacientes com disgenesia gonadal, 30% deles tiveram os 

genes SRY e NR5A1 sequenciados e 25% dos indeterminados foram 

sequenciados para variantes no AR e NR5A1, considerando a alta 

prevalência de variantes nestes genes nestes subgrupos. 

  



Pacientes e Métodos 22 

  

 

 

Tabela 2 -  Casuística selecionada de pacientes com DDS 46,XY para 
estudo por SPLE 

 

DDS 46,XY  
Sequenciados por 

painel 
Sequenciados por 

exoma 
Total 

Grupo Subgrupo 
Casos 

Esporádicos 
(n) 

Casos 
Familiais   

(n) 

Casos Familiais  
(n de casos 

índices) 
 

Disgenesia 
gonadal 

Forma 
completa 

14 0 2 16 

Forma Parcial 17 0 0 17 

SRTE 10 1 1 12 

Etiologia 
Indeterminada 

 52 0 2 54 

Defeito de 
síntese de 

andrógenos 
 5 1 2 8 

Total  98 2 7 107 
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   continua 

Figura 3 -   Heredogramas das famílias de pacientes com DDS 46,XY estudadas por sequenciamento exômico. Os 
quadrados representam os indivíduos do sexo social masculino e os círculos aqueles com sexo social 
feminino. As figuras preenchidas na cor preta representam os indivíduos afetados. A linha diagonal representa 
os indivíduos falecidos. O asterisco marca aqueles que foram sequenciados. 
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Figura 3 -   Heredogramas das famílias de pacientes com DDS 46,XY estudadas por sequenciamento exômico. Os 
quadrados representam os indivíduos do sexo social masculino e os círculos aqueles com sexo social 
feminino. As figuras preenchidas na cor preta representam os indivíduos afetados. A linha diagonal representa 
os indivíduos falecidos. O asterisco marca aqueles que foram sequenciados.  
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4.2 Métodos 

 

4.2.1 Extração e armazenamento do DNA Genômico 

As amostras de DNA dos pacientes e seus familiares foram obtidas a 

partir de leucócitos de sangue periférico ou de células extraídas por swab da 

mucosa oral. O DNA foi extraído e armazenado de acordo com 

procedimento padronizado no Laboratório de Hormônios e Genética 

Molecular/LIM42 da Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento, 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, baseado no método 

de Miller e colaboradores (79). 

A concentração do DNA foi estimada a partir da leitura da densidade 

óptica por espectrofotometria (Biophotometer, Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha); no comprimento de onda de 260nm (1 unidade DO 260 = 50 

μg/mL). O grau de pureza foi avaliado pela relação A260/280, sendo 

superior a 1,75. A integridade do material foi verificada com eletroforese em 

gel de agarose (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) a 1% em TAE 

(Tris 0,004 M; Ácido Acético Glacial; EDTA 0,001 M pH 8,0) contendo SYBR 

Safe DNA gel stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA) na concentração de 0,1 μL/mL de gel com posterior visualização por 

transiluminação com luz ultravioleta para verificar sua integridade. Foram 

utilizados 500 ng do marcador de peso molecular λ DNA-HindIII digest (250 

ng/WL) e 20 ng do λ DNA (10 ng/WL) (ambos Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA) como padrão de massa. Em seguida, as amostras 

foram mantidas congeladas a menos 20º C até seu uso. 

 

4.2.2 Sequenciamento Paralelo em Larga Escala  

O sequenciamento paralelo em larga escala envolve três etapas 

fundamentais: (1) o preparo das bibliotecas, (2) a amplificação clonal, (3) o 

sequenciamento propriamente, seguindo-se pelo processamento por 

bioinformática para análise dos dados.  



Pacientes e Métodos 26 

  

 

 

4.2.2.1 Preparo das bibliotecas  

O preparo das bibliotecas dos painéis e dos exomas foi realizado de 

acordo com o protocolo SureSelectXT Target Enrichment System for Illumina 

Paired-End Sequencing Library (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

EUA). A diferença entre o preparo destas bibliotecas está no kit de sondas 

utilizados para captura das áreas de interesse: para as bibliotecas do painel 

foi utilizado um kit customizado e para os exomas um comercial.  

 

4.2.2.1.1 Preparo das bibliotecas do painel 

O painel customizado de genes-alvo associados ao DDS foi elaborado 

a partir da ferramenta Agilent SureDesign 2.0 (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, EUA). Essa ferramenta desenha sondas específicas para seleção 

e captura das regiões genômicas de interesse, com base na metodologia 

SureSelectXT (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). 

Para o desenho do painel, foram incluídas as regiões exônicas de 63 

genes relacionados aos DDS, incluindo uma sequência de até 50 bp antes e 

após cada éxon. Foram incluídos 42 genes que participam do processo de 

determinação gonadal e da diferenciação sexual, englobando genes 

envolvidos na esteroidogênese, que codificam receptores hormonais, e 

outros cujos defeitos moleculares fossem responsáveis por DDS associados 

a malformações múltiplas (Tabela 3), bem como 21 genes candidatos à 

etiologia dos DDS, extraídos da literatura além do gene DHX37 (Tabela 4).  

A região alvo total do painel é de aproximadamente 485kb.  
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Tabela 3 -  Lista dos genes já associados aos DDS incluídos no painel de 
genes para o sequenciamento paralelo em larga escala 

 

Gene 
Fenótipo reportado no OMIM (número do OMIM) ou relato na 

literatura (L) de associação com DDS em humanos (n=41) 
Herança 

Determinação gonadal  

BMP15 
Disgenesia ovariana 2 (300510); Falência ovariana prematura 4 
(300510) 

LX 

CBX2 Disgenesia gonadal completa 46,XY (613080) (80) AR 

DHH 
Disgenesia gonadal parcial 46XY, com neuropatia minifascicular 
(607080); Disgenesia gonadal completa 46XY 7 (233420) 

AR 

DMRT1 Disgenesia testicular e ovariana (L)2;  AD 

DMRT2 
Haploinsuficiência da região 9p ocasionando disgenesia gonadal 
46,XY (L)2 

NA 

FGFR2 Craniossinostose com disgenesia gonadal completa 46,XY (L)2 AD, AR 

FSHR Disgenesia ovariana 1 ( 233300) AR 

FOXL2 
Insuficiência ovariana prematura 3 (608996); Blefarofimose, epicanto 
inverso, e ptose, tipo 1 e 2 (110100) 

AD 

GATA4 Anomalias testiculares com ou sem cardiopatia (615542) AD 

MAP3K1 Disgenesia gonadal completa 46XY 6 (613762) AD 

NR0B1 Disgenesia gonadal completa 46XY 2 (300018); LX 

NR5A1 
Disgenesia gonadal completa 46, XX 4 (617480); Disgenesia 
gonadal parcial 46XY 3 ( 612965); Insuficiência ovariana prematura 7  
(612964) 

AD 

RSPO1 
Cetatose palmoplantar e hermafroditismo verdadeiro (610644); 
(610644) 

AR 

SOX 9 Displasia campomélica com reversão sexual dominante (114290) AD 

SOX3 DDS testicular 3 (300833); DDS ovotesticular 46,XX (L) (81);   XL 

SRY 
Hermafrodistismo verdadeiro 46XX 1 (400045); Disgenesia gonadal 
46XY 1 (400044) 

Ligada 
ao Y 

STAG3 Insuficiência ovariana prematura 8  (615723) AR 

WNT4 Aplasia dos ductos de Muller (158330) AD 

WT1 Síndrome de Denys-Drash (194080); Síndrome de Frasier (136680) AD 

WWOX Disgenesia gonadal 46,XY (L)2 
Ligada 
ao Y 

ZFPM2 Disgenesia gonadal completa 46XY 9 (616067); AD 

continua 
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Tabela 3 -  Lista dos genes já associados aos DDS incluídos no painel de 
genes para o sequenciamento paralelo em larga escala 
(conclusão) 

 

Gene 
Fenótipo reportado no OMIM (número do OMIM) ou relato na 

literatura (L) de associação com DDS em humanos (n=41) 
Herança 

Diferenciação sexual  

AKR1C2 Disgenesia gonadal completa 46XY 8 (614279) AR 

AKR1C4 Disgenesia gonadal completa 46XY 8, modificado (614279) AR 

AMH Síndrome de persistência dos ductos de Muller, tipo I (261550) AR 

AMHR2 Síndrome de persistência dos ductos de Muller, tipo 2 (261550) AR 

AR Síndrome de insensibilidade aos andrógenos (300068) LX 

CYP17A1 Deficiência de 17,20-lyase, isolada (202110) AR 

CYP19A1 
Deficiência de aromatase (613546); Síndrome de deficiência de 
aromatase (139300) 

AD 

DHCR7 Síndrome de Smith-Lemli-Opitz ( 270400) AR 

HSD17B3 Pseudohermafroditismo masculino com ginecomastia (264300) AD 

HSD3B2 Deficiência de 3ß- hidroxiesteróide desidrogenase tipo 2 (201810) AD 

LHCGR 
Hipoplasia de células de Leydig com pseudohermafroditismo 
(238320); Hipoplasia de células de Leydig com hipogonadismo 
hipergonadotrófico  (238320) 

AR 

POR 
Síndrome de Antley-Bixler com anomalias genitais e distrúrbios da 
esteroidogênese (201750); Distúrbio da esteroidogênse por defeito 
do citocromo P450 oxiforedutase (613571) 

AR 

SRD5A2 Pseudohermafroditismo com hipospádia (264600) AR 

STAR Hiperplasia adrenal lipóide (201710) AR 

Outros (DDS sindrômico, síndrome de Rokitansky, hipospádia isolada)  

ARX Hidranencenfalia com genitália normal (300215) LX 

ATRX Síndrome ATRX com anomalias genitais (301040) 
LX (AD e 

AR) 

CDH7 
Síndrome CHARGE (214800); Hipogonadismo hipogonadotrófico 
com ou sem anosmia (612370) 

AD 

HNF1B 
Variantes neste gene foram identificadas em pacientes com 
Rokitansky (L) (82) 

AD 

LHX1 
Variantes neste gene foram identificadas em pacientes com 
Rokitansky (L) (82)  

AD 

MAMLD1 Hipospadia 2, Ligada ao X  (300758) LX 
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Tabela 4 -   Lista dos genes candidatos incluídos no painel de genes para o 
sequenciamento paralelo em larga escala 

 

Gene Genes candidatos na literatura (L) (n=21) Herança 

AKR1C3 Produção de testosterona na reticular da suprarrenal (L) (83)  NA 

AXIN1  Sinalizador da via Wnt-beta-catenina (L) (84)  NA 

CITED2 Regulador do gene NR5A1 (L)2 NA 

DHX37 Gene candidato à etiologia do DDS disgenético AD 

ESR1 Reversão sexual em ratos machos knockout para ESR /ESRß 
(O) NA 

ESR2 Disgenesia ovariana (618187);  AR;AD 

FGF9  Ratos knockout XY têm reversão sexual (L) (7, 30) NA 

GDF9 Participa do desenvolvimento ovariano (L) (85) NA 

GSK3β Participa da sinalização da Wnt-beta-catenina (L) (86)  NA 

HSD11B1 Deficiência de cortisona tipo 1 (614662) AD 

LHX9 Participa da formação gonadal (L) (7) NA 

NANOS2 Expresso em testículos desde a via intraembrionárias (L) (87) NA 

NANOS3 Ratos knockout do Nanos3 têm espermatogênese reduzida (L) (88) NA 

PAPPA Expresso nos folículos ovarianos e vesículas seminais (L) (89) NA 

PAX2 
Participa da via do WT1 (L)(90) e da via da diferenciação gonadal 
(L) (91) NA 

PBX1 Müllerian development in the mouse (L)13 NA 

PTDGS Necessário para a formação testicular  (L) (7) NA 

RAC1 Essencial para o desenvolvimento do folículo primordial em ratos 
(L) 14 NA 

RSPO2 Essencial para o desenvolvimento do folículo primordial (L) (92) NA 

STRA8 Replicação pré-meiótica do DNA (L) (93)  NA 

TCF21 Participante da via do SRY (L) (94) NA 

TES Aumenta a ativação do Sox9 (L) (7) NA 

 

 

4.2.2.1.2 Preparo das bibliotecas do exoma 

 As bibliotecas para o sequenciamento exômico dos pacientes foram 

preparadas com os kits comerciais disponíveis, o SureSelectXT Human All 

Exon V5 ou V6 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). 
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4.2.2.2  Protocolo de preparo das bibliotecas  

 Para preparo das bibliotecas, três microgramas ou 200 ng de DNA 

genomico foram fragmentados por ação mecânica, por sonicação, no 

equipamento Covaris (Covaris Inc, Woburn, MA, EUA), gerando fragmentos 

de tamanho entre 150 e 550 pb.  

 A seguir, adaptadores, que são sequências complementares às 

sequências de oligonucleotídeos presentes na flow-cell, foram adicionados 

às extremidades dos fragmentos de DNA. Em sequência, foram adicionados 

os barcodes (códigos de identificação específicos para o DNA de cada 

paciente). Os fragmentos ligados aos adaptadores foram amplificados em 

uma reação em cadeia da polimerase (PCR).  

 Na etapa subsequente, as bibliotecas foram enriquecidas através da 

adição de sondas biotiniladas que hibridizam ao DNA fragmentado apenas 

nas regiões de interesse, sendo específicas para os genes alvos 

desenhados no painel ou genes do exoma. O enriquecimento de beads 

magnéticos acoplados a estreptavidina às sondas biotiniladas permitiram a 

captura das regiões de interesse, que foram purificadas, antes de serem 

amplificadas  (Figura 4). 
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Figura 4 -  Esquema da preparação das bibliotecas para SPLE 

 

4.2.2.3 Amplificação clonal 

 As bibliotecas, com seus fragmentos de DNA ligados aos 

adaptadores, foram depositadas em uma lâmina especial, denominada 

flowcell, cuja superfície estão fixados, de maneira paralela, duas espécies de 

oligonucleotídeos. Após a ligação dos adaptadores aos seus 

oligonucleotídeos complementares presentes na superfície da flowcell, 

acontece a clusterização, onde cada fragmento é amplificado várias vezes, 

através de uma reação conhecida como PCR em ponte. Ao final desta 

etapa, são gerados clusters (clones) de moléculas de DNA idênticas à 

molécula original, ligadas covalentemente à superfície da flowcell. 

 

4.2.2.4 Sequenciamento  

 Após a amplificação clonal, as moléculas antisense foram removidas 

enzimaticamente e o processo de sequenciamento foi iniciado com o 

acoplamento de um oligonucleotídeo iniciador especial. Em seguida, 
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nucleotídeos modificados com terminadores marcados com fluoróforos 

específicos foram adicionados ao meio, dando início ao sequenciamento por 

síntese. A cada ciclo de incorporação, foram geradas imagens de toda a 

superfície da flowcell através de um escâner de fluorescência em cada um 

dos comprimentos de onda específico para cada fluoróforo. Os clusters 

presentes na superfície da flowcell foram então identificados e mapeados. A 

sobreposição das imagens produzidas a cada ciclo de incorporação de cada 

cluster propiciou a identificação da sequência de bases nucleotídicas que o 

originou. 

 Na metade dos ciclos, ao final do sequenciamento do primeiro read 

(ou seja, da sequência sense), a inversão dos fragmentos ligados na flowcell 

foi seguida pela reclusterizacao de forma a propiciar o sequenciamento do 

mesmo fragmento no sentido reverso (do segundo read, a sequência 

antissense), chamado sequenciamento em paired end do SPLE.  

As etapas de amplificação clonal e do sequenciamento propriamente, 

tanto do painel customizado de genes quanto dos exomas, foram realizados 

em sequenciadores da plataforma Illumina (Illumina, Inc, San Diego, CA, 

EUA) do Laboratório de Sequenciamento em Larga Escala (SELA) da Rede 

PREMiUM, Multiusuário FAPESP, localizado na Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo.   

A maior parte dos painéis customizados foi sequenciada no 

equipamento NextSeq 500, com o kit NextSeq MidOutput V2 2x150 ciclos  e 

8 amostras foram sequenciadas no equipamento MiSeq 4000, com o kit V2 

2x150 ciclos (ambos Illumina, Inc, San Diego, CA, EUA).  

Os exomas foram sequenciados no HiSeq 2500, com o kits HiSeq 

SBS Kit V3 2x100 ciclos e V4 2x 125 ciclos (ambos Illumina, Inc, San Diego, 

CA, EUA).  

A Figura 5 representa, de forma esquemática, as etapas de 

amplificação clonal e sequenciamento do SPLE. 
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A amplificação clonal forma os clusters através das PCR em ponte. O 

sequenciamento é feito pela incorporação de nucleotídeos que emitem sinais 

que são captados e escaneados, gerando o arquivo *fastq. 

 

 

Figura 5 -  Esquema das etapas de amplificação clonal e sequenciamento 
por síntese. Ambas as etapas ocorrem na superfície da flow cell 

 

 

4.2.2.5  Análise por Bioinformática 

 Para realização da análise por bioinformática, os dados  encontrados 

foram processados e transferidos para uma planilha de dados para a 

análise. 

 As sequências lidas foram separadas entre si de acordo com seus 

barcodes, sendo então pareadas as sequências sense e antisense, criando 

sequências contíguas. Estas foram alinhadas para comparação com a 

sequência de DNA referência, de forma a permitir a comparação entre o 

sequenciamento obtido e a sequência referência. A sequência referência do 

genoma humano utilizada foi hg19 UCSC (ou b37 GRC/NCBI) e o 

alinhamento foi realizado pelo software BWA (www.bio-

bwa.sourceforge.net), sendo gerado o arquivo *.bam.  

 A seguir, foi feita a chamada das variantes, realizada pelos software 

Platyplus e Freebays, que identificam as variantes de um único nucleotídeo 
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(SNVs) e pequenas deleções e inserções (indels), gerando o arquivo em 

formato *.vcf (variant call format). 

 A última etapa antes da análise consistiu na anotação das variantes, 

realizada pelo software Annovar, sendo gerada a planilha para análise de 

dados, com as variantes identificadas bem como com dados de suas 

frequências nos bancos públicos de dados populacionais e análise de 

predição in silico. 

  

4.2.2.6  Seleção e classificação das variantes candidatas de 

ponto ou pequenas indels 

 Com o grande volume de dados gerados pelo sequenciamento 

paralelo em larga escala, as alterações genéticas de interesse devem ser 

filtradas em meio a centenas ou milhares de polimorfismos, não relacionados 

ao fenótipo. Nesta etapa, foi aplicada uma sequência de filtros de forma a 

gerar uma lista de variantes potencialmente relacionadas ao fenótipo de 

cada paciente para, se possível, identificar a variante associada à doença. 

 Foram utilizados os seguintes critérios para priorização das variantes 

candidatas: 

• Seleção de variantes presentes nos pacientes  

o No caso dos exomas, foi realizada também a filtragem das 

variantes presentes  nos familiares, de acordo com o tipo de 

herança cabível para cada caso 

• Seleção das variantes com frequência inferior a 1% nos principais 

bancos populacionais: 1000 Genomes Project 

(http://www.1000genomes.org), o Exome Aggregation Consortium 

– ExAC (http://exac.broadinstutite.org), gnomAD 

(www.gnomad.broadinstitute.org), que é uma extensão do ExAC e 

inclui dados de 123.136 exomas e 15.496 genomas sequenciados 

de indivíduos com diversas comorbidades e como parte de 



Pacientes e Métodos 35 

  

 

 

pesquisa genética populacional, além do banco brasileiro ABraOM 

(www.abraom.ib.usp.br)  

o Para os exomas, a filtragem inicial incluiu variantes com 

frequência inferior a 0.1% em um primeiro momento, ampliando 

para frequência de 1% em filtragens subsequentes, nos casos 

sem diagnóstico na primeira filtragem 

• Seleção das variantes com frequência alélica inferior a 1% (minor 

allele frequency, MAF) no nosso próprio banco de dados do 

Laboratório de Sequenciamento em Larga Escala- SELA 

(http://intranet.fm.usp.br/sela), que até o momento conta com 

cerca de 760 indivíduos sequenciados por exoma (entre casos 

índices e familiares de diversas casuísticas, incluindo DDS, baixa 

estatura, falência ovariana prematura, doenças osteometabólicas 

e hiperplasia macronodular da adrenal), dados não publicados.  

• Seleção de variantes localizadas em éxons e sítios de splicing;  

• Avaliação das variantes raras codificadoras ou em sítio de splicing 

em relação ao efeito sobre a proteína: 

o Seleção das variantes alélicas já descritas como patogênicas 

pelo ClinVar; 

o Seleção daquelas variantes que causam perda de função da 

proteína (stopgain, stoploss, frameshift); 

o Seleção das variantes não sinônimas preditas como deletérias 

em pelo menos 3 dentre os seguinte algoritmos de predição in 

silico: SIFT (95), PolyPhen2 , Mutation Taster (96), Mutation 

Acessor (97), CADD (phred) (98) para mutações do tipo 

missense, além do  escore de conservação (GERP++) (99); 

o Seleção de variantes com predição de alteração de splicing 

pelo dbscsnv (100) (ADA ou RF SCORE >0,6), incluindo as 

variantes sinônimas. No Anexo 4 estão especificados os 
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critérios que cada um desses algoritmos utiliza bem como a 

classificação utilizada. 

o No caso dos exomas, dado o grande número de variantes 

candidatas encontradas em genes com função desconhecida, 

foram utilizadas ferramentas de priorização de genes 

candidatos- VarElect (www.ve.genecards.org) e GeneDistiller 

(101) assim como a função e expressão tecidual de cada gene 

foi verificada manualmente no GeneCards 

(https://www.genecards.org) e no HumanProtein Atlas (75), 

respectivamente, além de publicações relacionadas no 

PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).  

 Após a seleção das variantes, foi verificada a plausibilidade 

patológica, bem como a pesquisa de relatos prévios de sua ocorrência no 

Ensembl (www.ensembl.org), HGMD (hwww.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), 

ClinVar ( www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar). 

 As variantes relevantes foram visualmente confirmadas no programa 

Integrative Genomics Viewer (IGV) que permite a visualização do 

sequenciamento a partir do arquivo *.bam, de forma a verificar a cobertura 

do sequenciamento, bem como permitir a identificação de variantes 

chamadas incorretamente. 

 Por fim, as variantes candidatas a serem causadoras do fenótipo 

foram segregadas na família pelo sequenciamento pelo método de  

Sanger (38).  

 

4.2.2.7 Confirmação das variantes alélicas pela técnica de Sanger 

 Para a realização do sequenciamento por Sanger, foram sintetizados 

oligonucleotídeos iniciadores específicos para amplificar por PCR as regiões 

que flanqueiam as variantes. As amplificações foram acompanhadas de um 

controle negativo e os produtos amplificados foram submetidos a uma 

purificação enzimática. O sequenciamento foi realizado com o kit ABI 

http://www.ensembl.org/
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PrismTM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 3.1 

(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EUA) e os produtos desta reação foram submetidos a uma eletroforese 

capilar no sequenciador automático ABI Prism 3130xl Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EUA). A leitura dos eletroferogramas foi  realizada através do programa 

Sequencher 4.10.1 (GeneCodes Corporation, Ann Arbor, MI, EUA), sempre 

em comparação à sequência referência do gene e a um eletroferograma de 

um indivíduo normal. 

  

4.2.2.8 Identificação de alterações de número de cópias (CNVs) 

Para identificação das CNVs foi utilizado o software CONTRA (COpy 

Number Analysis for Targeted Resequencing) (102), que é capaz de identificar 

perdas ou ganhos através de uma relação logarítmica em relação a uma 

linha de base que foi gerada a partir dos dados de todos os pacientes nas 

corridas dos painéis, que funcionam como controle. Para isso, ele fragmenta 

todas as regiões sequenciadas em outras menores e libera o resultado de 

cada região em log-ratio juntamente com uma análise de significância 

(valores de p). Log-ratios próximos de -1,0, com valores de p ajustados 

inferiores a 0,05, indicam a presença de uma deleção. Não é possível utilizar 

este software para análise de CNVs em exomas.  

As alterações de CNVs encontradas foram confirmadas por MPLA. De 

forma sucinta, todas as  reações são realizadas de acordo com as instruções 

do protocolo dos kits SALSA MLPA probemix P334-A2 Gonadal 

Development Disorder (MRC Holland, Amsterdam, Holanda), que avalia 

CNVs nos genes DMRT1, CYP17A1, SRD5A2 e HSD17B3 e SALSA MLPA 

KIT P185-B1 Intersex, que avalia os genes SRY, WNT4, DAX1, SOX9 e 

NR5A1. As amostras processadas com o kit foram submetidas a uma 

eletroforese capilar no sequenciador automático ABI Prism 3130XL Genetic 

Analyzer e analisadas pelo programa GeneMapper 5.0 (ambos Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Os 
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dados obtidos foram analisados pelo programa MRC Coffalyzer (MRC 

Holland, Amsterdam, Holanda), que determina a relação das áreas dos picos 

de interesse com as áreas dos picos das regiões controle. Considerou-se 

como normal a razão entre essas áreas entre 0,7 e 1,3; considerou-se como 

deleção quando a mesma for inferior a 0,7 e como duplicação quando for 

superior a 1,3. 

 

4.2.2.9 Classificação das variantes 

Todas as variantes de interesse foram classificadas de acordo com os 

critérios do American College of Medical Genetics and Genomics (103), 

publicados em 2015. Esta classificação leva em consideração os critérios de 

frequência em bancos de dados populacionais, predição in silico, dados de 

estudos funcionais, de segregação familiar e publicações prévias na 

literatura. De acordo com o peso de cada critério, as variantes são 

classificadas como: (1) patogênica, (2) provavelmente patogênica, (3) 

variante de significado incerto, (4) provavelmente benigna ou (5) benigna. A 

descrição pormenorizada de cada critério assim como os critérios que 

permitem classificar as variantes estão descritos nos Anexos 5 e 6. 

 

4.3 Análise estatística  

 

Afim de verificar se havia associação entre a frequência de variantes 

deletérias identificadas no DHX37 na população de pacientes com DDS 

46,XY em relação à da população geral, a frequência alélica das variantes 

raras e possivelmente deletérias identificadas nestes dois grupos foi 

comparada, utilizando um teste x2  , sendo considerada significância 

estatística para p<0,05. Para calcular a frequência das variantes, foram 

incluídos os seis casos índices (três casos esporádicos e seis casos familiais 

de três famílias) com SRTE da casuística da Unidade de Endocrinologia da 

FM-USP que foram previamente estudados na tese de doutorado da 
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Thatiana Evelyn da Silva apresentada à Faculdade de Medicina (70). Para 

análise estatística foi utilizado o software SIGMAstat statistical software 

package (Windows version 3.5; SPSS Inc., San Rafael, CA). 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Avaliação dos painéis 

 

Em relação às métricas das corridas, a cobertura média foi de 494X e 

desvio padrão de 244. Mais que 99% das regiões alvo foi coberta mais de 20 

vezes. Assim, a cobertura foi considerada adequada. 

 

5.1.1  Variantes alélicas candidatas identificadas na avaliação dos 

painéis 

O sequenciamento dos 100 pacientes, gerou um total de 16.217 

variantes, com uma média de 665 variantes por paciente (variando de 448 a 

931 variantes), restando em média 10 variantes com MAF < 1% em regiões 

codificadoras (1 a 23 variantes). Após a exclusão das variantes sinônimas 

(sem predição de alteração do splicing), restaram em média 6 variantes por 

pacientes (1 a 14 variantes).  

Por fim, após a aplicação de todos os critérios de seleção de 

variantes, foram identificadas 38 variantes candidatas de ponto distintas em 

31 pacientes. Da totalidade, 23 estão em heterozigose, 10 em heterozigose 

composta e 5 em homozigose. A maioria é do tipo missense, 4 estão 

localizadas em sítio de splicing e uma variante determina um códon de 

parada. Ainda, foi identificada uma alteração de número de cópias, 

identificada pela CONTRA.  

A caracterização das variantes candidatas identificadas por SPLE por 

painel (predição de patogenicidade pelo SIFT, POLYPHEN e CADD, escore 

de conservação do nucleotídeo pelo GERP, presença e frequência em 

bancos de dados populacionais, a segregação na família), classificação 



Resultados 42 

  

 

 

pelos critérios ACMG bem como a identificação do paciente em que foram 

encontradas estão apresentadas nas Tabelas 5 e 6. 

Foram identificadas 14 (37%) variantes novas. Trinta e uma (81%) 

variantes foram identificadas em genes classicamente relacionados ao DDS 

46,XY e 7 variantes foram identificadas em dois genes candidatos aos DDS 

(6 variantes no gene DHX37 e uma no ESR2). Cinco pacientes apresentam 

variantes candidatas em 2 genes (Tabela 7). 
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Tabela 5 - Caracterização e classificação das variantes identificadas por SPLE com painel de genes já associados aos DDS  

Paciente  Classificação fenotípica do DDS Gene (transcrito) Variante Alteração proteica Estado da variante Descrição prévia Segregação 

64 Indeterminado (gonadectomia) AMH (NM_000479) c.T902A p.Leu301Gln HMZ Nova ND 

1 DG completa  CHD7 (NM_017780) c.C2066T p.Thr689Met HTZ Sim (rs373706363) ND 

106 
Defeito de síntese de andrógenos  

CY17A1 (NM_000102) 
Dup exon 1, 2  

 HTZ composta 
Nova 

Irmã afetada tem o mesmo genótipo 
(Def. da 17-hidroxilase) c.T1216C p.Trp406Arg Sim (CM033603) 

23 DG parcial CBX2.2 (NM_032647.3) c.460delT p.Cys154Alafs*62 HTZ Sim (rs552892809) ND 

114 Indeterminado (gonadectomia) DHH (NM_021044) c.T1004C p.Leu335Pro HMZ Nova ND 

25 GD (parcial) GATA4 (NM_002052) c.C1220G p.Pro407Arg HTZ Sim (rs115099192) Mãe: c.C1220G 

62 Indeterminado  GATA4 (NM_002052) c.C1220G p.Pro407Arg HTZ Sim (rs115099192) Mãe: c.C1220G 

105 Indeterminado  HSD17B3 (NM_000197) 
c.C242T p.Thr81Met 

HTZ composta 
Sim (rs746859258) Pai: c.277+4A>T 

Mãe: c.C242T c.277+4A>T 
 

Sim (CS002140) 

111 
Defeito de síntese de andrógenos 

HSD17B3 (NM_000197) 
c.201+1G>T 

 HTZ composta 
Sim (rs746001525) Pai: c.201+1G>T 

(Def. da 17HSD2) c.277+4A>T 
 

Sim (CS002140) Mãe: c.277+4A>T 

22 DG parcial NR5A1 (NM_004959) c.C86G p.Thr29Arg HTZ Sim (CM118936) ND 

6 DG completa  NR5A1 (NM_004959) c.C1019T p.Ala340Val HTZ Sim (rs780199277) ND 

56 Indeterminado (gonadectomia) NR5A1 (NM_004959) c.C72A p.Hys24Gln HTZ Nova 2 irmãos e 3 irmãs: AS 

80 Indeterminado  NR5A1 (NM_004959) c.C937T p.Arg313Cys HTZ Sim (CM118686) Mãe: AS; pai: ND 

continua 
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Tabela 5 - Caracterização e classificação das variantes identificadas por SPLE com painel de genes já associados aos DDS 
(continuação)  
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64 AMH (NM_000479) c.T902A p.Leu301Gln 0 D D 26.7 3.11  
Não PM1, PM2 VUS 

1 CHD7 (NM_017780) c.C2066T p.Thr689Met gAD:0.00003 D T 25.9 5.5  
Não PP3,PB1 VUS 

106 CY17A1 (NM_000102) 
Dup exon 1, 2 

 
0 0 0 0 0  Não PVS1,PS2,PS3 Patogênica 

c.T1216C p.Trp406Arg  D D 25.3 3.88  Sim (104) PS3,PM2,PP3,PP4, PP5 Provavelmente patogênica 

23 CBX2.2 (NM_032647.3) c.460delT p.Cys154Alafs*62 gAD: 0.001418 D D ND -3.5  Sim PP3,PM2,PP5 VUS 

114 DHH (NM_021044) c.T1004C p.Leu335Pro 0  D 31 4.77  
Não PM1,PM2,PP2,PP3 Provavelmente patogênica 

25 GATA4 (NM_002052) c.C1220G p.Pro407Arg gAD (0.00006); Abr (0.0008) P D 25.8 4.78  
Não PM2,PP3,PP5 VUS 

62 GATA4 (NM_002052) c.C1220G p.Pro407Arg gAD (0.00006); Abr (0.0008) P D 25.8 4.78  
Não PM2,PP3,PP5 VUS 

105 

HSD17B3 (NM_000197) 
c.C242T p.Thr81Met gAD(0.0004) D D 25.9 4.79  

Não PM1,PM2,PM3,PP2,PP3 Provavelmente patogênica 

 c.277+4A>T 
 

gAD:0.0003   .  0.99 Não PVS1,PM2, PM3, PP3 Patogênica 

111 HSD17B3 (NM_000197) 
c.201+1G>T 

 
gAD:0.000008     1 Não PVS1,PM2,PP3 Provavelmente patogênica 

c.277+4A>T 
 

gAD:0.0003     0.99 Não PVS1,PM1, PM2, PP3 Patogênica 

22 NR5A1 (NM_004959) c.C86G p.Thr29Arg 0 D D 17.8 4.0  
Não PM1,PM2,PP2,PP3 Provavelmente patogênica 

6 NR5A1 (NM_004959) c.C1019T p.Ala340Val gAD (0.00002) D D 27 5.1  
Não PM1,PM2,PP3 VUS 

56 NR5A1 (NM_004959) c.C72A p.Hys24Gln 0 D D 25.5 5.12  
Não PM1,PM2,PP3,PM5 Provavelmente patogênica 

80 NR5A1 (NM_004959) c.C937T p.Arg313Cys 0 D D 25.5 5.12  
Não PM1, PM2, PP3, PP5 Provavelmente patogênica 
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Tabela 5 - Caracterização e classificação das variantes identificadas por SPLE com painel de genes já associados aos DDS 
(continuação)  

 

Paciente  Classificação fenotípica do DDS Gene (transcrito) Variante Alteração proteica Estado da variante Descrição prévia Segregação 

68 
Indeterminado  

(gonadectomia) 
SRD5A2 (NM_000348) c.G547A p.Gly183Ser HMZ Sim (rs121434247/CM920637) ND 

108 
Defeito de síntese de andrógenos  

(Def. da 5ARD2) 
SRD5A2 (NM_000348) c.C736T p.Arg246Trp HMZ Sim (rs121434244/CM920645) ND 

59 
Indeterminado  

(gonadectomia) 
SRD5A2 (NM_000348) 

c.T558G p.Phe186Leu 
HTZ composta 

Sim (CM994668) Pai: c.T558G 

c.A337G p.Gln126Arg Sim (rs368386747/CM920634) Mãe: c.A337G 

110 
Defeito de síntese de andrógenos 

SRD5A2 (NM_000348) 
c.G604A p.Gly203Ser 

HTZ composta 
Sim (rs9332961/ CM971419) 

ND 
(Def. da 5ARD2) c.T394C p.Cys133Arg Nova 

109 
Defeito de síntese de andrógenos 

SRD5A2 (NM_000348) 
c.A337G p.Gln126Arg 

HTZ composta 
Sim (rs368386747/CM920634) Mãe:c.A337G 

(Def. da 5ARD2) c.G596C p.Gly190Ala Nova Pai: c.G596C 

70 Indeterminado  WT1 (NM_024426) c.1432+4C>T  HTZ Sim (CS971933) De novo (Mae e pai AS) 

39 
DG  

(SRTE) 
ZFPM2 (NM_012082) c.A2501G p.Lys834Arg HMZ Sim (rs113289249) ND 

continua 
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Tabela 5-  Caracterização e classificação das variantes identificadas por SPLE com painel de genes já associados aos DDS 
(continuação) 
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68 
SRD5A2 (NM_000348) c.G547A p.Gly183Ser 

gAD (0,0002) D D 34 3.45  
Sim (105) PS3,PM2,PP3,PP5 

Provavelmente 
patogênica 

108 
SRD5A2 (NM_000348) c.C736T p.Arg246Trp 

0 B D 24.0 4.1  
Não PM2,PP3,PP5,PS3 

Provavelmente 
patogênica 

59 SRD5A2 (NM_000348) 
c.T558G p.Phe186Leu 

0 D P 17.43 5.55  
Sim (106) PM2,PM3,PP3,PP2 

Provavelmente 
patogênica 

c.A337G p.Gln126Arg 
gAD (0.00008) D . 16.57 2.79  

Não PS3,PM2,PP3,PP5 
Provavelmente 
patogênica 

110 SRD5A2 (NM_000348) 
c.G604A p.Gly203Ser 

gAD (0.00008) D . 13.45 -3.5  
Sim (107) PS3,PM2,PP3 

Provavelmente 
patogênica 

c.T394C p.Cys133Arg 
0 D . 15.99 5.27  

Não PM2,PM3,PP3,PP4 
Provavelmente 
patogênica 

109 

SRD5A2 (NM_000348) 
c.A337G p.Gln126Arg 

gAD (0.00008) 
D . 15.2 5.66 

 
Não PS3,PM2,PP3,PP5 

Provavelmente 
patogênica 

 
c.G596C p.Gly190Ala 

0 
D . 15.34 5.27 

 
Não PM2,PM3,PP3,PP2 

Provavelmente 
patogênica 

70 WT1 (NM_024426) c.1432+4C>T 
 

0 
   

  
 

Sim (108) PVS1,PS2,PS3 Patogênica 

39 ZFPM2 (NM_012082) c.A2501G p.Lys834Arg gAD (0.0006); Abr (0.007) D D 24 5.8 
 

Não BS1, PP3 VUS 

Abreviações: Def.; Deficiência, HTZ, Heterozigoto; HMZ, Homozigoto; ND, não descrito; gAD, gnomAD; ABr, ABRaOM; AS, alelo selvagem 
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Tabela 6 - Caracterização e classificação das variantes alélicas identificadas por SPLE por painel em genes candidatos aos 
DDS, incluindo o DHX37  
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3 
DG 

(completa) 
ESR2 
(NM_001291712) c.T1277G p.Leu426Arg HTZ Nova  ND 0 D D 26.9 5.7 

 
Sim(109) VUS PM1,PM2,PP3 

53 
Indeterminado 
(gonadectomia) 

DHX37 
(NM_032656) 

c.C911T p.Thr304Met HTZ Nova  
Mãe e 4 
irmãos: AS  

0 D D 29.8 5.3  Não 
Provavelmente 
patogênica 

PM1,PM2,PP2,PP3 

57 Indeterminado  
DHX37 
(NM_032656) 

c.C1399G p.Leu467Val HTZ 
Sim 
(rs149331610)  

ND 
gAD (0.0002); 
Abr (0,0008) 

D D 24 0.19  Não VUS PM2,PP3 

21 
DG  

(parcial) 

DHX37 
(NM_032656) 

c.G923A p.Arg308Gln HTZ Sim (70) 
Mãe e pai: 
AS 

gAD 
(0.00006677) 

D D 35 5.3  Não Patogênica 
PM2, PP2,PP3,P2, 
PM1 

44 
DG  

(SRTE) 

DHX37 
(NM_032656) 

c.C2020T p.Arg674Trp HTZ Sim (70) ND 0 D D 33 4.2  Não 
Provavelmente 
patogênica 

PM2,PP2,PP3,PM1 

41 
DG  

(SRTE) 

DHX37 
(NM_032656) 

c.C2020T p.Arg674Trp HTZ Sim (70) 
Mãe: 
c.C2020T 

0 D D 33 4.2  Não 
Provavelmente 
patogênica 

PM2,PP2,PP3,PM1 

Abreviações: HTZ, Heterozigoto; HMZ, Homozigoto; ND, não descrito; gAD, gnomAD; ABr, ABRaOM; AS, alelo selvagem 
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Tabela 7 -  Variantes alélicas possivelmente digênicas identificadas por SPLE por painel, em genes já associados aos DDS 
46,XY e no gene candidato DHX37 

         Predição in silico    

P
ac

ie
n

te
 

C
la

ss
if

ic
aç

ão
 

fe
n

o
tí

p
ic

a 
d

o
 

D
D

S
 

G
en

e 

(t
ra

n
sc

ri
to

) 

V
ar

ia
n

te
 

P
ro

te
ín

a 

E
st

ad
o

 d
a 

va
ri

an
te

 

D
es

cr
iç

ão
 

p
ré

vi
a 

S
eg

re
g

aç
ão

 

M
A

F
 

P
o

ly
P

h
en

 

S
IF

T
  

C
A

D
D

_p
h

re
d

 

G
E

R
P

 

d
b

sc
S

N
V

 

E
st

u
d

o
 

fu
n

ci
o

n
al

 

C
la

ss
if

ic
aç

ão
 

A
C

M
G

 

C
ri

té
ri

o
s 

A
C

M
G

 

107 

Defeito de 
síntese de 
andrógenos 

MAP3K1 
(NM_005921) 

c.834+1G>T  HTZ Nova Mãe e pai: AS   22,9 5,72 0.9 Não Patogênica 
PVS1, 
PS2, PM2 

(Def da 
5ARD2) 

SRD5A2 
(NM_000348) 

c.337C>G p.Leu113Val HTZ 
Sim 

(rs28383048) 
 0.002 B B 1.3 (-3.79)  Não 

Provavelmente 
benigna 

PP2, BP2, 
BP6 

28 
DG  

(parcial) 

GATA4 
(NM_002052) 

c.C1103G p.Pro368Arg HTZ 
Sim 

(rs775379687) 
Pai: c.C1103G 

gAD(0.00004) 
Abr (0.0008) 

D D 27.8 5.8   VUS PM2,PP3 

DHX37 
(NM_032656) 

c.C2020T p.Arg674Trp HTZ Sim(70) Mãe:c.C2020T 0 D D 33 4.2  Não 
Provavelmente 
patogênica 

PS4,PM2, 
PP3 

71 Indeterminado  

WWOX 
(NM_016373) 

c.T253G p.Tyr85Asp HTZ 
Sim 

(rs781063964) 
ND  D T 23.9 5.41  Não VUS 

PM1,PM2, 
PP3 

DHX37 
(NM_032656) 

c.G2209A p.Ala737Thr HTZ 
Sim 

(rs199752789) 
ND gAD:0.00001 D D    Não VUS  

77 Indeterminado  

NR5A1 
(NM_004959) 

c.C77T p.Gly26Val HTZ Nova ND 0 D D 29.7 4.01  Não 
Provavelmente 
patogênica 

PM1,PM2, 
PP3,PP5 

DHX37 
(NM_032656) 

c.G1474C p.Ala494Pro HTZ Nova ND 0      Não VUS  

78 Indeterminado  

MAP3K1 
(NM_005921) 

c.A1628G p.His543Arg HTZ 
Sim 

(rs1054518497) 
Mãe: AS gAD:0.000004 D D 23.1 5.97  Não VUS PM2 

GATA4 
(NM_002052) 

c.G644T p.Arg215Ile HTZ Novel Mãe: c.G644T 0 D D 32 4.72  Não VUS 
PM1,PM2, 
PP3 

Abreviações: HTZ, Heterozigoto; HMZ, Homozigoto; ND, não descrito; gAD, gnomAD; ABr, ABRaOM; AS, alelo selvagem 
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5.2 Alteração de número de cópias identificadas pelo CONTRA 

 

Foi identificada uma alteração de número de cópias na paciente 

número 106 com fenótipo da deficiência da enzima 17-α hidroxilase, porém 

com genótipo incompleto.  

Previamente, foi identificada pelo método de Sanger a variante alélica 

c.T1216C;p.Trp406Arg no gene CYP17A1, também encontrada na análise 

do painel, em heterozigose. Trata-se de variante ausente em bancos de 

dados populacionais, já conhecida e associada ao fenótipo (CM033603) em 

diversas coortes (110) e com estudo funcional publicado (104).  

O CONTRA identificou uma duplicação dos éxons 1 e 2 da CYP17A1, 

que foi confirmado por MLPA (Figura 6). Trata-se de alteração nova, 

ausente em bancos de dados populacionais, classificada como 

provavelmente patogênica.  

 

 

Figura 6 -  Análise do resultado no MLPA da paciente 20, com fenótipo de 
deficiência da 17α-hidroxilase. A região destacada pelo 
retângulo vermelho realça a duplicação dos éxons 1 e 2 do 
CYP17A1. A razão entre pico da área de interesse e controle foi 
de 1,38 e 1,47, para estes éxons, respectivamente 
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5.3 Avaliação do sequenciamento exômico global 

 

5.3.1 Métrica das corridas  

Em relação às métricas das corridas dos exomas avaliados, média de 

125X e desvio padrão de 83. Mais que 96% das regiões alvo foi coberta 

mais de 10 vezes (mínimo de 91%) e mais de 93,5% foi coberta mais de 20 

vezes em média (mínimo de 84%). 

 

5.3.2 Variantes encontradas no sequenciamento exômico global 

Foram identificadas 2 variantes candidatas distintas em 4 pacientes 

de 2 das 7 famílias avaliadas (famílias 6 e 3). Ambas as variantes são 

inéditas e do tipo mutação de ponto, sendo a variante da família 6 localizada 

em sítio de splicing do gene NR5A1 e, portanto, do tipo perda de função 

(loss of function). A variante da família 3 foi identificada no gene candidato 

DHX37.  

A caracterização das variantes candidatas identificadas (predição de 

patogenicidade pelo SIFT, POLYPHEN e CAAD, escore de conservação do 

nucleotídeo pelo GERP, presença e frequência em bancos de dados 

populacionais, tipo de herança – de acordo com a segregação realizada) e 

classificação pelos critérios ACMG estão apresentados na Tabela 8. 
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Tabela 8 -  Variantes alélicas identificadas por SPLE por exoma em duas famílias de pacientes com DDS 46,XY 
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36 e 37  

(F3) 

DG (parcial e 
SRTE) 

DHX37 
(NM_032656) 

c.C1784T p.Ser595Phe HTZ Nova 
AD 

(materna) 
0 D B 24.3 4.13  Não 

Provavelmente 
patogênica 

PP1,PM2,PP3 

101 e 102 
(F6) 

Indeterminado 
NR5A1 
(NM_004959) 

c.C1139-3C>A HTZ Nova 
AD 

(materna) 
0 D D 25.2 2.09 0.99 Não Patogênica PM2,PSV1, PP3 

Abreviações: HTZ, Heterozigoto; HMZ, Homozigoto; ND, não descrito; gAD, gnomAD; ABr, ABRaOM; AS, alelo selvagem 
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5.3.2.1  Variante c.1139-3C>A no NR5A1 identificada por 

sequenciamento exômico 

A variante c.1139-3C>A, localizada em sítio de splicing, foi 

identificada por sequenciamento exômico da família 6 em dois pacientes 

com DDS 46,XY de etiologia indeterminada (o caso índice e seu sobrinho, 

representados no heredograma como casos II.6 e III.6, respectivamente 

(Figura 7). 

Foram selecionados para sequenciamento exômico os dois indivíduos 

afetados e a irmã do caso índice (representada no heredograma como caso 

II.3). A filtragem inicial foi feita para padrão de herança autossômica 

dominante e ligada ao X. Do total de 1045557 presentes nos 3 indivíduos, 

restaram 21 variantes candidatas, todas em genes não relacionados às vias 

da determinação/ diferenciação sexual, exceto a variante c.1139-3C>A no 

NR5A1, como representado de forma esquemática na Figura 8.  

A variante em questão está ausente em bancos de dados 

populacionais e no banco do SELA. Ela é predita como deletéria pelo 

dbscSNV (ADA escore 0,99) e, segundo o Human Splice Finder, ela modifica 

o sítio de splicing, sem que um novo seja criado. O gene NR5A1 não tolera 

variantes com perda de função (loss of function), conforme previsão no 

ExAC (http://exac.broadinstitute.org). Houve segregação familiar com o 

fenótipo nos indivíduos 46,XY estudados. Os dados em questão permitem 

classificá-la como patogênica.  

Após a identificação da variante, outros indivíduos da família foram 

estudados por Sanger e a segregação confirmou herança autossômica 

dominante de origem materna. Os indivíduos 46,XX II.1, II.3 e III.5 são, a 

princípio, portadores assintomáticos da variante, sendo que as duas 

primeiras mantiveram ciclos menstruais regulares após os 40 anos de idade 

e a terceira tem 17 anos, com ciclos menstruais regulares. Em nenhum dos 

casos há relato de insuficiência da suprarrenal. 
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Figura 7 -  Heredograma da Família 6. Os quadrados representam os 
indivíduos de sexo social masculino e os círculos aqueles com 
sexo social feminino. As figuras preenchidas por preto 
representam os indivíduos com DDS 46,XY. O asterisco marca 
aqueles estudados por sequenciamento exômico. O genótipo do 
NR5A1 está representado para aqueles indivíduos que foram 
estudados; +/- representa heterozigoto e -/- representa 
homozigose para o alelo selvagem 

 
 

 

Figura 8 -  Fluxograma da análise das variantes obtidas por 
sequenciamento exômico na família 6  
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5.3.2.2.2  Variante c.C1784T; p.Ser595Phe no DHX37 identificada 

por sequenciamento exômico 

A variante em questão foi identificada por sequenciamento exômico 

da família 3 em dois pacientes classificados como disgenesia gonadal (o 

caso índice, paciente 36, com a forma parcial, e seu sobrinho, paciente 37, 

com SRTE, casos II.6, III.1 do heredograma da Figura 9) e na irmã do caso 

índice ( indivíduo II.5).  

Foram incluídos na avaliação por exoma o caso índice, seu sobrinho, 

a mãe e pai deste. A filtragem inicial foi feita para padrão de herança 

autossômica dominante materna. Do total de 150455 variantes, após a 

devida filtragem, restaram 27 variantes candidatas em genes não 

relacionados às vias da determinação/ diferenciação sexual, exceto pela 

variante em questão no DHX37, como mostra o fluxograma da Figura 10. 

Ainda, a variante foi segregada pelo método de Sanger nos indivíduos II.4, 

II.7, II.8 e II.9, não sendo identificada nos mesmos. 

A variante em questão é inédita, é predita como deletéria pelos 

algoritmos in silico (Tabela 8), está ausente em todos os bancos de dados 

populacionais e no banco do SELA e o nucleotídeo em questão é 

evolutivamente conservado. A segregação mostrou padrão de herança 

autossômico dominante de origem materna, sendo a mulher (indivíduo II.5) 

carreadora assintomática da variante. 
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Figura 9 -  Heredograma da Família 3. Os quadrados representam os 
indivíduos de sexo social masculino e os círculos aqueles com 
sexo social feminino. As figuras preenchidas por preto 
representam os indivíduos com DDS 46,XY. O asterisco marca 
aqueles estudados por sequenciamento exômico. O genótipo do 
DHX37 está representado para aqueles indivíduos que foram 
estudados; +/- representa heterozigoto e -/- representa 
homozigose para o alelo selvagem.  

 

 

Figura 10 -  Fluxograma da análise das variantes obtidas por 
sequenciamento exômico na família 3 
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5.4  Fenótipo dos pacientes e descrição das variantes identificadas em 

genes já associados à etiologia dos DDS 

 

Sete variantes distintas classificadas como patogênicas ou 

possivelmente patogênicas foram identificadas em genes previamente 

relacionados à formação testicular (NR5A1, WT1, MAP3K1) em seis casos 

esporádicos e nos dois casos familiais da família 6, todas em heterozigose, 

sendo as variantes no gene NRA51 as mais frequentes (5 variantes). 

Apenas um destes pacientes foi inicialmente classificado como disgenético 

(paciente 22), sendo a maioria classificada como DDS de etiologia 

indeterminada por gonadectomia (pacientes 56) e por perfil hormonal 

inconclusivo (pacientes 70, 77, 80, casos familiais 101 e 102), além de uma 

paciente classificada como tendo deficiência da 5ARD2 (paciente 107). 

Quatro entre os estes cinco pacientes classificados como DDS de etiologia 

indeterminada têm variantes no NR5A1. Nenhum deles possui derivados 

Mullerianos.  

O paciente 70, no qual foi identificada a variante no WT1 

c.1432+4C>T, evoluiu com proteinúria nefrótica aos 5 anos de idade e foi 

encaminhado para nefrologia pediátrica, sendo submetido a biópsia renal 

que confirmou diagnóstico de gromeruloesclerose segmentar focal (GESF). 

No paciente 107, com perfil clínico sugestivo de deficiência da 5ARD2 

(histórico de virilização na puberdade e relação T/DHT= 44), foi identificada 

a variante patogênica c.1432+4C>T na MAP3K1 em associação à variante 

em heterozigose p.Leu113Val no gene SRD5A2 (rs28383048), classificada 

como provavelmente benigna. Não foram identificadas alterações de número 

de cópias neste gene. Ainda, a paciente apresenta a variante polimórfica 

p.Val89Leu (rs523349) em homozigose. 

Outras oito variantes classificadas como de significado incerto foram 

identificadas no genes GATA4, CBX2.2, MAP3K1, DHH, WWOX e ZFPM2 

em sete pacientes (pacientes 23, 25, 28, 39, 62, 71, 78, 114), sendo quatro 

delas identificadas em associação a variantes em outros genes relacionados 
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à disgenesia. Estes pacientes possuem fenótipos variados incluindo aqueles 

com DDS de etiologia indeterminada por perfil hormonal inconclusivo (n= 4) 

ou por gonadectomia (n=1), DG parcial (n=1) e SRTE (n=1).  

Doze variantes de ponto distintas e uma alteração de número de 

cópias foram identificadas em genes da diferenciação sexual (CYP17A1, 

HSD17B3, SRD5A2) em sete casos esporádicos (casos 105, 111, 68, 108, 

59, 110, 109) e no caso familial 106 , todas com herança autossômica 

recessiva. As variantes em genes relacionados à esteroidogênese foram 

identificadas em cinco pacientes classificados como DDS por provável 

defeito de síntese de andrógenos (casos 106, 108, 109, 110, 111), dois 

pacientes com DDS de etiologia indeterminada por gonadectomia prévia 

(pacientes 59 e 68) e um paciente com perfil hormonal inconclusivo (caso 

105).  

O paciente 105 apresentou virilização na puberdade associada a 

disforia de gênero (criado no sexo social feminino com identidade de gênero 

masculina), é filho de pais consanguíneos (primos de 1º grau) e apresentava 

clitoromegalia importante (clitóris 6 cm), orifício perineal único e gônadas 

inguinais palpáveis bilateralmente, sem derivados Mullerianos. Avaliação 

laboratorial mostrou testosterona adequada para o sexo masculino (626 

ng/dL). Ao teste de estímulo com hCG verificou-se: testosterona sérica 756 

ng/dL, DHT 38 ng/dL, androstenediona 800 ng/dL, permitindo cálculo das 

relações T/DHT=19,6 (aumentada), T/A=0,94 (normal). Embora a relação 

T/A estivesse normal, neste caso foram identificadas as variantes    

c.277+4A > T e c.C242T no HSD17B3, em heterozigose composta, 

confirmadas no programa IGV (Figura 11). 
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Figura 11 -  IGV das variantes c.C242T e c.277+4A>T no HSD17B3, em 

heterozigose composta, identificadas no paciente 105  
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5.5  Fenótipo dos pacientes e descrição das variantes identificadas em 

novos genes candidatos à etiologia dos DDS 

 

5.5.1 Gene ESR2  

A variante c.T1277G; p.Leu426Arg no ESR2 foi identificada em 

heterozigose na paciente 3, filha de pais consanguíneos, com fenótipo de 

disgenesia gonadal completa.  

Trata-se de variante alélica nova, não encontrada em bancos de 

dados populacionais ou no banco do SELA, predita como deletéria, que 

altera um nucleotídeo evolutivamente conservado. Não dispomos de 

familiares para a segregação.  

O gene ESR2 é expresso nos testículos desde 8 semanas de vida 

embrionária (111, 112). Foi realizado estudo funcional da variante em 

colaboração com o grupo da Universidade de Ghent, na Bélgica, coordenado 

pela Profa. Elfride De Baere que mostrou, por ensaio de luciferase, que 

houve aumento significativo da ativação do receptor, independente do 

ligante específico da unidade β do receptor estrogênico (109).  

 

5.5.2 Gene DHX37  

Ao todo, variantes patogênicas ou possivelmente patogênicas foram 

identificadas em quatro casos esporádicos e em três casos familiais de duas 

famílias distintas (a família 3, estudada por sequenciamento exômico e a 

família do paciente 41, cujo caso índice foi estudado por painel, sendo a 

variante posteriormente segregada no demais dos familiares) (113).  

A variante p.Arg308Gln, anteriormente identificada em pacientes com 

fenótipo de SRTE (70), foi identificada uma paciente com disgenesia gonadal 

parcial (paciente 21), caracterizada por genitália externa feminina, derivados 

Mullerianos ausentes e gônadas disgenéticas.  
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A variante p.Arg674Trp que previamente identificada em três 

indivíduos de uma família chilena com SRTE (70), foi identificada não só em 

mais um caso esporádico (paciente 44) e um caso familial de origem 

argentina (paciente 41) com este fenótipo, como também em uma paciente 

com disgenesia gonadal parcial (paciente 28), caracterizada por atipia 

genital verificada ao nascimento, pela presença de derivados mullerianos e 

gônadas disgenéticas. Nesta última paciente, foi também identificada a 

variante no GATA4, p.Pro368Arg, classificada como de significado incerto, 

de herança paterna.  

Ainda, outras duas novas variantes, a p.Ser595Phe e a p.Thr304Met 

foram identificadas em uma família com dois indivíduos afetados (paciente 

36 com disgenesia gonadal parcial e o paciente 37 com SRTE) e o caso 53, 

criado no sexo feminino, gonadectomizado na infância e, portanto, 

classificado inicialmente como DDS de etiologia indeterminada.  

Todas as variantes têm baixa frequência (< 0,001) ou estão ausentes 

em bancos de dados populacionais, são preditas como deletérias pelos 

algoritmos de in silico (Tabelas 6 e 7) e alteram nucleotídeos conservados 

da proteína. A herança em todos os casos foi autossômica dominante, de 

origem materna (dois casos) e de novo (caso 21), como mostram os 

heredogramas da Figura 12. 

 



Resultados 61 

  

 

 

 

Figura 12 -  Heredogramas dos casos com variantes deletérias no DHX37 
identificadas por sequenciamento por painel de genes. Os 
quadrados representam os indivíduos de sexo social masculino 
e os círculos aqueles com sexo social feminino. As figuras 
preenchidas na cor preta representam os indivíduos afetados. 
A linha diagonal representa os indivíduos falecidos. O genótipo 
do DHX37 está representado para aqueles indivíduos que 
foram estudados; +/- representa heterozigoto e -/- representa 
homozigose para o alelo selvagem.  

 

 

Seguindo os critérios ACMG, as variantes foram classificadas como 

patogênicas (p.Arg308Gln) ou possivelmente patogênicas (p.Arg674Trp, 

p.Ser595Phe e p.Thr304Met). 
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A Tabela 9 descreve os fenótipos relacionados às variantes, na 

totalidade da casuística da Unidade de Endocrinologia da FM-USP. 

 

Tabela 9 -  Frequência das variantes patogênicas/provavelmente 
patogênicas do DHX37 em toda a coorte da Unidade de 
Endocrinologia da FMUSP, de acordo com o fenótipo 

 

 Número de pacientes afetados de acordo com a classificação 
do DDS 46,XY 

Indeterminado 
Disgenesia 

gonadal 

SRTE 

Estudo Prévio (70) Estudo 
Atual  

Variantes no DHX37     

p.Arg308Gln 0 1 4 0 

p.Arg674Trp 0 1 1 2 

p.Ser595Phe 0 1* 0 1* 

p.Thr304Met 1 0 0 0 

% /n de pacientes 
afetados 

1.8 (1/54) 8 (3/37)          44 (8/18) 

Legenda: o asterisco marca indivíduos de uma mesma família com fenótipos diferentes 
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As quatro variantes estão localizados nos domínios conservados da 

proteína na região helicase core que contém o domínio helicase de ligação 

ao ATP (posições dos aminoácidos 262-429) e o domínio helicase c-terminal 

(posição dos aminoácidos 585-674) (Figura 12). 

 

 

Figura 13 -  Desenho esquemático da proteína do DHX37 com a 
identificação dos domínios e a localização das variantes 
identificadas. O quadro abaixo mostra que as variantes 
envolvem aminoácidos muito conservados entre as diferentes 
espécies 
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5.6  Comparação da frequência alélica de variantes deletérias do 

DHX37 na coorte de pacientes com DDS 46,XY e na população  

 

Com o objetivo de avaliar se há evidência genética entre a associação 

de variantes alélicas deletérias no DHX37 com o fenótipo de disgenesia 

gonadal (114), foram selecionadas dos bancos de dados populacionais 

(gnomAD e ABraOM) variantes neste gene com características similares 

àquelas identificadas nos pacientes com DDS 46,XY, de forma a permitir a 

comparação da frequência dessas variantes com as da presente coorte. 

Assim, foram selecionadas variantes não sinônimas com frequência alélica 

(MAF) de até 0.01, localizadas nos domínios conservados de ligação ao ATP 

e Helicase C-terminal, que fossem preditas como patogênicas por pelo 

menos quatro das ferramentas de predição in silico SIFT (95),  

PolyPhen2 (115), Mutation Taster (96), Mutation Acessor (97), CADD (98). Todas 

as variantes identificadas estão em heterozigose. 

A frequência dessas variantes, tanto na coorte de pacientes com DDS 

46,XY quanto na de DDS disgenético, mas principalmente nos pacientes 

com SRTE, está significativamente aumentada em relação aos controles dos 

bancos de dados populacionais (Tabela 10). 
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Tabela 10 -  Comparação entre a frequência das variantes raras e 
possivelmente deletérias localizadas nos domínios 
conservados entre os pacientes da presente coorte e dos 
bancos de dados populacionais 

 

Parâmetro 

Número de indivíduos 
com variantes 

potencialmente 
deletérias 

 
Número total 
de indivíduos 

Frequência 
das variantes 

p 

gnomAD 568  141456 0.4%  

ABraOM 1  609 0.2%  

DDS 46,XY 11  109 10% <0.001 

Disgenéticos 3  37 8% <0.001 

SRTE 8  18 44% <0.001 

 

 



Resultados 66 

  

 

 

5.7 Resumo dos achados moleculares  

 

A análise total dos resultados moleculares obtidos pelo 

sequenciamento está resumida na Tabela 11. O diagnóstico molecular foi 

considerado elucidado nos pacientes nos quais foram identificadas variantes 

patogênicas ou possivelmente patogênicas.  

Em relação aos resultados obtidos por sequenciamento por exoma, 

foram identificadas variantes candidatas e diagnósticas em 5 dos 42 casos 

índices (11.9%) com disgenesia gonadal, 9 dos 52 índices (17.2%) com DDS 

de etiologia indeterminada e em todos os 6 casos índices (100%) com DDS 

por provável defeito de síntese de andrógenos. 

Em relação aos resultados do sequenciamento por exoma, foram 

identificadas variantes candidatas e diagnósticas em 2 das 7 famílias 

(28.5%), sendo uma das famílias com DDS disgenético e a outra como DDS 

de etiologia indeterminada.  

Nas duas famílias classificadas como DDS por provável defeito de 

síntese de andrógenos (família 4, pacientes 113 e 114 e família 7, paciente 

112, por provável deficiência de 5ARD2 e hipoplasia de células de Leydig, 

respectivamente) não foram identificadas variantes candidatas. 

Permaneceram ainda sem diagnóstico molecular as famílias 1 e 2 (com 

fenótipo de disgenesia gonadal) e a família 5 (classificada como DDS de 

etiologia indeterminada). 

Dessa forma, totalizando a casuística, foram identificadas variantes 

patogênicas ou possivelmente patogênicas em 6 dos 45 casos índices (13%) 

com disgenesia gonadal, 10 dos 54 índices (18.5%) com DDS de etiologia 

indeterminada e 6 dos 8 casos índices (75%) com DDS por provável defeito 

de síntese de andrógenos. 
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Tabela 11 -  Resumo dos achados moleculares obtidos na casuística de 
pacientes com DDS 46,XY  

 

 

  

DDS 46,XY 

Pacientes com variantes alélicas 
Pacientes 

sem 
variantes 

Número e ( %) de 
variantes P e PP 

Número e (%) de 
pacientes com VUS 

Número e (%) 

Disgenesia gonadal (n=45) 

Forma completa (n=16) 

Forma parcial (n=17) 

SRTE (n=12) 

6 (13.3) 

0 

3 (17.6) 

3 (25) 

6 (13.3) 

3 (18.5) 

3 (11.7) 

1 (8.3) 

34 (75.5) 

11 (78.5) 

12 (70.5) 

8 (60) 

Indeterminado (n=54) 10 (18.5) 6 (11) 39 (72) 

DDS por provável defeito de 
síntese de andrógenos (n=8) 

6 (75) 0 0 

Total (n=107) 22 (20.5) 13 (12.1) 73 (68.2) 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Os pacientes com DDS eram tradicionalmente diagnosticados através 

de uma combinação de avaliação fenotípica e laboratorial endocrinológica, 

de forma a guiar o diagnóstico molecular pela estratégia de gene candidato. 

Trata-se de um processo demorado, custoso e muitas vezes sem sucesso 

no diagnóstico molecular final, especialmente nos casos de DDS 46,XY, 

particularmente os disgenéticos.  

Neste contexto, as técnicas de sequenciamento paralelo em larga 

escala emergiram na última década como promissoras, propiciando a 

determinação da etiologia genética precoce nos DDS (60-62). Além disso, o 

sequenciamento por exoma propicia a identificação de novos genes 

candidatos aos DDS, como foi o caso do gene DHX37 (70). 

De forma inédita no Brasil, o presente estudo avaliou a frequência de 

diagnóstico molecular em uma coorte de 100 pacientes sequenciados por 

painel de genes relacionados aos DDS. Variantes patogênicas ou 

provavelmente patogênicas foram encontradas em 20% dos casos. 

Esta é a segunda maior coorte de DDS até então avaliada por SPLE 

por painel. Comparando os resultados obtidos com o dos estudos prévios, 

esta é a que obteve um dos menores percentuais de esclarecimento 

diagnóstico, em relação apenas às variantes identificadas em genes já 

associados aos DDS, especialmente em relação aos pacientes com 

disgenesia gonadal (59-63). Neste ponto, cabem algumas ponderações em 

relação aos nossos resultados. Esta é uma coorte que já foi amplamente 

estudada: 71% dos pacientes já foi sequenciada para alterações em pelo 

menos um gene associado aos DDS, enquanto nas demais coortes esse 

percentual fica entre 30% (62)- 50% (60) dos casos.  

Outro aspecto relevante é em relação à classificação das variantes 

dos estudos prévios. Embora os autores coloquem que a classificação foi 
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feita de acordo com os critérios do ACMG, variantes novas em genes 

associados aos DDS e preditas como deletérias pelos algoritmos in silico, 

foram consideradas provavelmente patogênicas nestes estudos, muitas 

vezes independente da segregação ter sido ou não realizada e na ausência 

de estudos funcionais (60)-(62). Se seguíssemos estes critérios, sete variantes 

que foram identificadas em nossa coorte e que foram rigorosamente 

classificadas com VUS, seriam consideradas diagnósticas.  

Entretanto, tal conduta pode levar a falsos diagnósticos moleculares. 

Como exemplo, a variante no GATA4 p.Pro407Gln (c.C1220A) foi 

previamente classificada como deletéria devido à sua associação com 

cardiopatia congênita, sendo considerada como causadora de DDS por 

outros autores (62). Contudo, esta variante foi identificada em dois pacientes 

da nossa coorte, ambos sem cardiopatia, como também em outro paciente 

sem alterações genitais e com puberdade espontânea do banco de dados do 

SELA.  

Até o momento, apenas quatro variantes comprovadamente 

patogênicas por estudo funcional no GATA4 (p.Gly221Arg, p.Cys238Arg, 

p.Trp228Cys e p.Pro226Leu), todas localizadas no domínio de ligação ao 

DNA N-terminal (em dedo de zinco), foram identificadas em indivíduos com 

atipia genital, com ou sem cardiopatia, com grande variabilidade  

fenotípica (116, 117). As variantes alélicas localizadas fora do domínio de 

ligação ao DNA do GATA4 são causas recorrentes de cardiopatia e parecem 

alterar a migração da proteína em direção ao núcleo em cardiomiócitos, 

justificando os fenótipos encontrados nestes casos (118). Entretanto, em 

relação à cascata de determinação sexual, não é possível dizer o mesmo, 

haja visto que variantes alélicas que causam fenótipo de doença cardíaca 

em ratos parecem não ocasionar fenótipo em gônadas, pois a redução da 

transcrição dos diversos promotores do GATA4 pode ser compensada pela 

interação preservada com o NR5A1(119).   
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Assim, tanto a variante p.Pro407Gln como outras variantes no GATA4 

identificadas fora do domínio de ligação do DNA não devem ser 

consideradas como deletérias, sem que haja outras evidências favoráveis.  

Apenas 14% dos pacientes com disgenesia gonadal estudados por 

painel tiveram seu diagnóstico molecular elucidado no presente estudo, 

sendo que a maior parte das variantes foi identificada no DHX37. Entretanto, 

das sete variantes identificadas em genes previamente associados à 

formação testicular, seis foram identificadas em pacientes classificados 

como de etiologia indeterminada, nos quais os derivados Mullerianos não 

foram encontrados, e apenas uma delas foi encontrada em um paciente 

classificado como disgenético. As variantes no NR5A1 foram as mais 

frequentes nesse grupo de pacientes, previamente classificados como de 

etiologia indeterminada. 

Variantes no NR5A1 são uma das causas mais frequentes de DDS 

46,XY, com espectro fenotípico variável, correspondendo a cerca de 10-15% 

dos pacientes em diversas coortes, a grande maioria sem insuficiência 

adrenal (120, 121). Em nossa coorte, variantes alélicas neste gene estiveram 

associadas a fenótipos variados, desde disgenesia gonadal completa a 

hipospádia perineal isolada, a maioria (5 dos 6 pacientes) sem derivados 

Mullerianos(122). Dessa maneira, o diagnóstico molecular propiciou a 

classificação adequada dos pacientes com disgenesia, orientando quanto ao 

seguimento adequado, especialmente em relação ao risco de 

desenvolvimento de tumor gonadal e o risco elevado de infertilidade futura.  

Variantes classificadas como patogênicas ou possivelmente 

patogênicas no DHX37 foram as mais frequentes nesta casuística, estando 

presentes em cinco casos esporádicos e em uma família, sendo a principal 

causa de disgenesia gonadal, especialmente de SRTE. Quatro dos seis 

casos esporádicos e uma entre as duas famílias de pacientes disgenéticos 

com diagnóstico molecular possuem uma variante diagnóstica no DHX37. 

Além disso, variantes neste gene, antes associadas apenas ao fenótipo de 

SRTE, foram também identificadas em pacientes com disgenesia gonadal 
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parcial, havendo variabilidade fenotípica inclusive em indivíduos de uma 

mesma família. Tais dados ratificam que a SRTE faz parte do espectro de 

apresentação de apresentação da disgenesia gonadal (113). 

A grande parte dos pacientes com variantes no DHX37 não possui 

derivados Mullerianos, independente do grau de virilização da genitália 

externa, sugerindo função residual das células de Sertoli durante o início do 

desenvolvimento testicular. A associação dessas variantes com indivíduos 

com genitália externa masculina e micropênis mostra também função 

preservada das células de Leydig até pelo menos 12 semanas de vida 

intraembrionária nestes indivíduos. Estes dados sugerem que o DHX37 tem 

um papel importante não apenas na determinação, como também na 

manutenção testicular durante as fases precoces do desenvolvimento 

gonadal.   

Embora o DHX37 seja um gene que codifica uma proteína composta 

por 1.157 aminoácidos, todas as variantes identificadas estão localizadas em 

dois domínios muito conservados entre as diferentes espécies (o domínio de 

ligação ao ATP e o domínio helicase C-terminal). Todas as trocas de 

aminoácidos nestes domínios foram preditas como deletérias por diversas 

ferramentas de predição in silico.  

Assim, o presente estudo fornece diversas linhas de evidências 

genéticas que indicam que variantes no DHX37 estão associadas ao 

espectro da disgenesia gonadal 46,XY (114). Primeiramente, as variantes 

segregam com o fenótipo com padrão de herança autossômico dominante 

na maior parte das famílias e duas variantes de novo (caso 21 deste estudo 

e o caso chinês-americano previamente reportado pelo grupo (70)).  Ainda, 

fornecemos evidência estatística do tipo caso-controle ao verificar a 

frequência de variantes deletérias nos domínios conservados do DHX37 foi 

significativamente maior entre os pacientes com disgenesia gonadal, 

especialmente no indivíduos com SRTE de toda a casuística em relação à 

dos bancos de dados populacionais (44% versus 0.4% e 0.2% nos bancos 

do gnomAD e ABraOM, respectivamente).  
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O DHX37 emerge como um importante gene na etiologia disgenesia 

gonadal, sendo suas variantes deletérias responsáveis por uma frequência 

que segue à do NR5A1 em toda a casuística da Unidade de Endocrinologia 

do Desenvolvimento da USP (121, 123) (12% e 10% dos pacientes com 

disgenesia gonadal, para o NR5A1 e o DHX37 respectivamente).  

Nossos dados foram corroborados pelos achados de uma coorte de 

pacientes europeus, na qual foram identificadas as mesmas variantes 

p.Thr304Met (n=2), p.Arg308Gln (n=5), além de outra variante envolvendo 

troca de diferente aminoácido na mesma posição Arg674 (Arg674Gln; n=2) e 

mais outras quatro variantes distintas no DHX37, todas nestes mesmos 

domínios (124), em associação com fenótipo de disgenesia gonadal (11% da 

casuística de pacientes disgenéticos) e de SRTE (25% destes pacientes). 

O gene ESR2 se tornou candidato à etiologia dos DDS após a 

identificação por sequenciamento exômico global por Baere et al de duas 

variantes neste gene, a p.Asn181del em homozigose e a p.Gly84Val em 

heterozigose, em um paciente sindrômico com genitália externa feminina, 

sem derivados Mullerianos e em outro paciente com disgenesia gonadal 

parcial 46,XY, respectivamente (109). Além disso, variantes alélicas 

polimórficas foram associadas à ocorrência de hipospádia (125-128). A 

identificação de uma terceira variante no estudo atual, a p.Leu426Arg, 

motivou um estudo em colaboração com este grupo para avaliação 

funcional. Estudos prévios mostraram que há expressão do ESR2 em 

gônadas embrionárias (111). As  variantes em questão estão presentes em 

baixa frequência ou ausentes em bancos de dados populacionais, estão 

localizadas em domínios importantes da proteína (domínio altamente 

conservado do ER-β de ligação ao DNA, domínio N terminal e domínio de 

ligação ao ligante, respectivamente) e são preditas como deletérias pelos 

algoritmos de predição in silico. A análise estrutural das variantes 

p.Asn181del e p.Leu426Arg demonstra haver impacto na conformação da 

proteína (129). A avaliação do impacto na atividade de transcrição por ensaio 

da luciferase mostrou que houve aumento significativo da ativação, 

dependente do ligante, no caso da variante p.Asn181del, e independente do 
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ligante, para a variante p.Leu426Arg. Postula-se que o ESR2 interaja com a 

via MAPK, que está envolvida na via da determinação sexual, através de via 

não genômica. Os receptores estrogênicos, como receptores nucleares, 

possuem uma via alternativa de ativação, independente de ligante, que 

envolve a interação com outros fatores de transcrição. Já foi mostrado que o 

ER-β pode ativar a via MAPK em células humanas do câncer colo retal. 

Assim, as variantes levariam a hiperativação da via alternativa do ER-β com 

consequente aumento da via da MAPK, alterando o balanço entre SOX9 e β-

catenina, resultado em hipoexpressão do SOX9 e falência do 

desenvolvimento testicular, de forma similar ao que ocorre com as variantes 

ativadoras da MAP3K1 que ocasionam fenótipo de disgenesia gonadal (129). 

O ESR2 emerge como gene associado a etiologia  do DDS 46,XY. Nossa 

variante permanece como de significado incerto, por não ter sido possível 

realizar a segregação familiar. 

O gene CBX2 já está sabidamente associado à disgenesia gonadal e 

possui seus alvos e suas funções dentro da cascata da determinação 

testicular já estão estabelecidos (12, 80, 130). No presente estudo, identificamos 

uma variante em heterozigose na isoforma 2 (CBX2.2), p.Cys154Alafs*62 

em um paciente com disgenesia gonadal parcial. Outra variante nesta 

mesma isoforma p.Cys132Arg havia sido previamente identificada durante 

estudo de tese de doutorado da aluna Camila Gomes (131) em outro paciente 

com disgenesia gonadal parcial. A identificação dessas variantes motivou o 

estudo em colaboração com Biason-Lauber. Foram avaliados os possíveis 

alvos dessa isoforma através de ferramentas de avaliação de análise de 

ontologia gênica, e realizado o estudo funcional para avaliar o impacto 

dessas variantes nestes alvos, quantificando a expressão destes alvos por 

PCR em tempo real (RT‐qPCR). Assim, as variantes falham na ativação dos 

alvos EMX2, HOXA13 e MAK, apresentando comportamento similar aos 

controles negativos e muito abaixo do controle com alelo selvagem, 

indicando o possível  papel do CBX2.2 na cascata da determinação sexual 

(132).   



Discussão 75 

  

 

 

O sequenciamento paralelo em larga escala não só permitiu a 

identificação de novos genes como também de mais de uma variante em 

genes associados ao DDS 46,XY sugerindo que heranças oligogênicas 

poderiam ser a base de variações fenotípicas como as observadas no 

hipogonadismo hipogonadotrófico congênito (60, 62, 133) e na insuficiência 

ovariana prematura (85, 134).  

Em cerca de 4% dos pacientes com DDS 46,XY da maior coorte 

previamente avaliada, foram identificadas variantes oligogênicas, sendo 

todos eles classificados como DDS de etiologia indeterminada (o que inclui 

aqueles pacientes com hipospádia isolada) (62). Variantes no gene AR foram 

as mais comuns nesta coorte, em associação a defeitos em outros genes.   

Na presente coorte, foram identificadas 10 variantes em cinco 

pacientes (5% dos pacientes) envolvendo mais de um gene relacionado ao 

DDS. Nossa casuística não incluiu pacientes com defeitos no gene AR, uma 

vez que estes foram previamente estudados pelo sequenciamento por 

Sanger. A maior parte dos defeitos digênicos foi identificada em genes 

associados à formação testicular. 

Outros estudos também reportaram seus achados oligogênicos, 

embora em um número menor de pacientes, de forma a buscar variantes 

que justificassem os diferentes fenótipos em pacientes com variantes no 

NR5A1 (135) e GATA4 (117). Postula-se que a baixa correlação genótipo- 

fenótipo relacionada às variantes do NR5A1 e aos domínios em que se 

localizam possa se dever a variantes em outros genes moduladores do 

fenótipo. Mazen et al identificaram a variante c.C937T; p.Arg313Cys no 

NR5A1, de novo, em um paciente com disgenesia gonadal, com 

subvirilização importante da genitália. Esta mesma variante havia sido 

descrita em um paciente com hipospádia isolada (133). A identificação de uma 

variante na MAP3K1, de origem materna, foi considerada como possível 

modulador do fenótipo, a despeito de ser predita como benigna pelo 

PolyPhen e não haver estudo funcional. Werner et al identificaram a variante 

p.Tyr211Thrfs*83 no NR5A1 em um paciente com disgenesia gonadal 
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completa e em seu irmão com disgenesia gonadal parcial. A variabilidade 

fenotípica foi atribuída a uma variante no gene candidato TBX2, encontrada 

apenas no primeiro, de herança materna (136).  

O paciente 77 desta coorte é portador da mutação p.Gly26Val no 

NR5A1, e da variante p.Ala492Pro de significado incerto do DHX37. A 

variante p.Gly26Val no NR5A1 é nova, porém variantes localizadas no 

mesmo domínio da proteína, de ligação ao DNA, estão comumente 

associadas a quadro de subvirilização importante da genitália (137, 138).  

Outro exemplo, todos os pacientes de nossa coorte que são 

carreadores da variante p.Arg674Trp no DHX37 têm um fenótipo de SRTE, 

exceto o paciente 28 com disgenesia gonadal parcial e genitália externa 

atípica pouco virilizada, que também tem uma variante de significado incerto 

em heterozigose no GATA4 . 

Embora seja difícil provar o papel dessas diferentes variantes no 

fenótipo do DDS (117, 135), estudos em animais transgênicos mutantes para as 

variantes são necessários para comprovar uma relação de causa e efeito. 

Embora na maior parte (75%) dos pacientes  com DDS por provável 

defeito de síntese de andrógenos  fossem identificadas variantes deletérias 

nos genes relacionados ao diagnóstico em questão, em uma paciente com 

fenótipo sugestivo de deficiência da 5ARD2 foi identificada uma variante 

patogênica no gene da MAP3K1 associada a uma variante classificada como 

provavelmente benigna em heterozigose na SDR5A2, além do polimorfismo 

p.Val30Leu em homozigose neste mesmo gene. Este polimorfismo está 

associado ao decréscimo da atividade enzimática da 5-alfa redutase em 

30% (139) e é provável que, por estar em homozigose, tenha contribuído para 

o fenótipo de deficiência da 5- redutase tipo 2 . 

As alterações de número de cópias (copy number variations, CNVs) 

são responsáveis por menos de 10% da etiologia genética dos pacientes 

não sindrômicos com DSD 46, XY e por um percentual maior de pacientes 

sindrômicos que foram estudados por hibridização genômica comparativa de 

matriz (aCGH) (25). Sabe-se que o sequenciamento exômico global tem o 
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potencial de detectar CNVs nas regiões de codificação, mas um número 

limitado de métodos foi desenvolvido para a análise de CNVs em dados de 

sequenciamento paralelo em larga escala por painel de genes (60). A 

aplicação do software CONTRA nos dados do painel e identificou uma 

duplicação no CYP17A1 em um paciente com deficiência de 17-hidroxilase, 

com genótipo prévio incompleto. Nenhuma outra alteração de número de 

cópias foi identificada nos demais pacientes da casuística. 

O grande número de pacientes que ainda permanece sem um 

diagnóstico molecular, incluindo as famílias com fenótipo de hipoplasia das 

células de Leydig e de deficiência de 5 - redutase tipo 2, indicam que 

mecanismos ou vias que não são avaliadas ou não foram suficientemente 

avaliadas por estas técnicas, tais como variantes não exônicas, variantes em 

genes ainda desconhecidos, além de fatores epigenéticos e ambientais, 

podem ser as causadoras dos fenótipos em questão.  

  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 Conclusões 



Conclusões 79 

  

 

 

7 CONCLUSÕES  

 

 

1.  O presente estudo representa a primeira coorte brasileira de pacientes 

com DDS 46,XY avaliados por SPLE. Foram encontradas variantes 

alélicas patogênicas ou possivelmente patogênicas em 20.5% dos 

pacientes.  

 

2.  Pacientes com DDS 46,XY não disgenético, classificados como DDS por 

provável defeito de síntese de andrógenos, tiveram os melhores 

resultados diagnósticos (75%), permanecendo a maior parte dos 

pacientes com DDS disgenético sem etiologia molecular, o que indica a 

presença de mecanismos ou vias que não foram avaliadas ou 

desconhecidas. 

 

3.  Os achados reforçam que variantes no DHX37 são uma nova e 

frequente causa de DDS 46,XY disgenético, especialmente da SRTE e 

indicam que este gene participa não só da diferenciação como também 

na manutenção testicular.   
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Anexo 1 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL LEGAL  
 
1 NOME: .:........................................................................................................................................ 

 
NOME DO PAI: ....................................................................................................................................... 
NOME DA MÃE: ....................................................................................................................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE No : ........................................ SEXO : .M □ F □ 
DATA NASCIMENTO: ......../......../...... 
ENDEREÇO...............................................................................No.........APTO:.................. 
BAIRRO........................................................CIDADE........................................................ 
CEP:.........................................TELEFONE (.........) ...................................................................... 
 
2.RESPONSÁVEL LEGAL.................................................................................................................  
 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor,curador etc.)......................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO: M □ F □ 
DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 
ENDEREÇO: ................................................................................No ................ APTO: ........................... 
BAIRRO:............................................................................CIDADE:.........................................................  
CEP:..............................................TELEFONE:(..........)............................................................................. 

 
 
 

DADOS SOBRE A PESQUISA 
 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA  

Estudo dos genes relacionados ao distúrbio do desenvolvimento 
sexual 
 
PESQUISADOR :  Berenie Bilharinho de Mendonça  

CARGO/FUNÇÃO: Professora titular 

INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL No 20305 

UNIDADE DO HCFMUSP: Endocrinologia 

 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

RISCO MÍNIMO □ RISCO MÉDIO □ 

RISCO BAIXO □ RISCO MAIOR □ 

 
4.DURAÇÃO DA PESQUISA : 2 anos 
 
Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsável________ Rubrica do pesquisador________ 
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 
Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela 
pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas no endereço: LIM 42 do Hospital das 
Clinicas da Universidade de Sao Paulo, localicado na rua Eneas de Carvalho Aguiar, 255 
Sao Paulo/SP.Telefone(s) 11 26617512. Se você tiver alguma consideração ou dúvida 
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – 
Rua Ovídio Pires de Campos, 225 – 5o andar – tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 – e-mail: 
cappesq@hcnet.usp.br. 
É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição. 
As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, não sendo 
divulgado a identificação de nenhum paciente. 
 
Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsável________ Rubrica do pesquisador________ 

 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram 
lidas para mim, descrevendo o estudo” Eu discuti com o Dr. Berenice B Mendonça sobre a 
minha decisão em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos 
do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias 
de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 
participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar 
quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o 
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou 
prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento 
neste Serviço. 
 
Assinatura do paciente/representante legal     Data    /     / 
 
 
------------------------------------------------------------------------- 
 
 
Assinatura da testemunha                               Data    /    / 
 
 
------------------------------------------------------------------------- 
para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores 
de deficiência auditiva ou visual. 
 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido 
deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 

-------------------------------------------------------------------------  
Assinatura do responsável pelo estudo             Data    /     / 
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Anexo 2 – Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY disgenético 
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1 F 17 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas 25* ND 13 51 Não Não DMRT1,FGF9, FGFR2 

2 F 22 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas <14* ND 17 74 Não Não 
SRY,NR5A1,DMRT1 

GATA4,FGF9,FGFR2 

3 F 24 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas <14* ND 9 41 Não Sim 
SRY, DMRT1 

GATA4,FGF9,FGFR2 

4 F 23 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas 35* ND 21 76 Não Não 
SRY, DMRT1 

GATA4,FGF9,FGFR2 

5 F 19 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas 14 ND 14 75 Não Não 
SRY,NR5A1,DHH, DMRT1 

GATA4,FGF9,FGFR2 

6 F 21 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Dsgenéticas <14* ND 11 38 Sim Sim SRY 

7 F 45 Feminina 2,5cm 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas <14* 14 14 57 Não Não 
SRY,NR5A1,DMRT1 

GATA4,FGF9,FGFR2 

8 F 13 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas 38 ND 34 107 Não Não SRY 

9 F ND Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Ausentes ND ND 11 42 Não Não 
DMRT1 

GATA4,FGF9,FGFR2 

continua 



Anexos 84 

  

 

 

Anexo 2 – Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY disgenético (continuação) 
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10 F 23 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas 22 ND 22 64 Não Não 
SRY,NR5A1,DHH, DMRT1 

GATA4,FGF9,FGFR2 

11 F 15,5 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas <11 ND 25 103 Não Não - 

12 F 25 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina Completa Disgenéticas 55 ND 37 57 Não Não SRY, FGF9, FGFR2,GATA4 

13 F 10,6 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Ausente Ausentes 22 ND 0,8 6,4 Não Não - 

14 F 22 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina completa Disgenéticas <14* ND 17 74 Não Não 
DMRT1 

GATA4, FGF9,FGFR2 

17 F 25 Feminina Normal 2 Feminina Ausentes Feminina completa Ausentes <14* ND 43 97 
Sim  
(F1) 

Sim SRY, NR5A1 

18 F 18 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina completa ND ND ND ND ND 
Sim 
(F2) 

Não SRY, NR5A1 

19 F 56 Feminina Normal 2 Feminina Abdominais Feminina completa ND  ND ND ND ND 
Sim 
(F2) 

Não - 

20 M 47 Atípica 
8,5 cm 

2 Perineal Ausentes Útero Ausentes 25 ND 15 56 
Sim 
(F2) 

Não SRY 
(-3,0) 

continua 
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Anexo 2 – Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY disgenético (continuação) 
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21 F 7,7 Feminina Normal 2   Abdominais Ausentes Disgenéticos 16 ND <0,1 4,9 Não Não - 

22 F 1 Atípica 2cm 1 Perineal 
Grandes 

lábios 
Útero 

Testículos 
infantis 

25 ND 30 88 Não Não SRD5A2 

24 M 23 Atípica 

8cm  

1 Perineal Inguinais Útero 

Disgenéticos  

420 ND 34 72 Não Não 

NR5A1, SRY, DMRT1,  

(-3,3) 
Tumor de cel. 

Germ 
GATA4, FGF9, FGFR2 

23 M 34 Atípica 
5cm  

1 Perineal Abdominais Útero hipoplásico Ausentes 75 120 10 78 Não Sim 
NR5A1, SRY, DMRT1, 

(-5,2)  GATA4, FGF9, FGFR2 

24 F 43 Atípica 
Cirurgia 
prévia 

2 - Abdominais Útero Disgenéticos 324 ND 32 52 Não Não 
GATA4, FGF9, FGFR2 

SRY, NR0B1, DMRT1, 

25 M 4 Atípica 
Cirurgia 
prévia 

1 - 
Tópico (E) 

Útero Disgenéticos 42 493 ND ND Não Não 
SRY, DMRT1,GATA4 

Ausente (D) FGF9, FGFR2 

26 M 1,7 Atípica 
2cm 

1 Tópica 
Inguinal (D) 

Ausentes Ausentes <14 211 ND ND Não Não AR 
(-3,3) Ausente (E) 

27 
F>M  

27 Atípica 
Cirurgia 
prévia 

Cirurgia 
prévia 

Cirurgia 
prévia 

Cirurgia prévia Útero 

Testículos 
infantis  ND ND ND ND Não Não AR 

(17anos) (aos 2 anos) 

continua 
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Anexo 2 – Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY disgenético (continuação) 
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28 F 3,7 Atípica 3cm 2 Perineal Abdominais Útero Disgenéticos 25 337 ND ND Não Não 
GATA4, FGF9, FGFR2 

NR5A1, SRY, DMRT1 

29 M 7,4 Atípica 
4,5cm 

1 Perineal Abdominais Ausentes Disgenéticos <14* 
<14

* 
ND ND Não Não 

NR5A1, SRY, NR0B1, 
DMRT1 

 (-1,7)  GATA4, FGF9, FGFR2 

30 M 16 Atípica 
Cirurgia 
prévia 

Cirurgia 
prévia 

Cirurgia 
prévia 

Cirurgia prévia Útero ND ND ND ND ND Não Não 
NR5A1, SRY, DMRT1,  

GATA4, FGF9, FGFR2 

31 F 1,8 Atípica 3,5cm 1 Perineal Abdominais Útero ND 14* 107 <0,6 2,7 Não Não 

GATA4, FGF9, FGFR2 

NR5A1, SRY, NR0B1, 
DMRT1 

32 M 7 Masculina 
3cm  

1 Tópica Ausentes Ausentes Disgenéticos ND ND ND ND Sim Não - 
(-3,2) 

33 M 5 Atípica 
4,2cm 

1 Perienal 
Inguinal (E) 

Útero ND <14 509 <0,6 <1,0 Não Não 
SRY, DMRT1, GATA4,  

(-2,0) Tópica (D) FGF9, FGFR2 

34 M 4,3 Atípica 
2,3cm  

1 Perineal Abdominais Útero Disgenéticos <14 189 <0,6 3 Não Não SRY 
(-3,5) 

continua 
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Anexo 2 – Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY disgenético (continuação) 
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35 M 0,1 Atípica 
2cm  

1 Perineal Abdominais ND Ausentes 310 ND ND ND Não Não 
SRY, DMRT1, GATA4,  

(-3,75) FGF9, FGFR2 

36 F 18.9 Atípica 
Cirurgia 
prévia 

1 
Cirurgia 
prévia 

Abdominais Ausentes 
Disgenético (D) 

ND ND ND ND 
Sim 
(F3) 

Não 
DMRT1, GATA4, 

Ausente (E) FGF9, FGFR2 

37 M 9 Masculina 
3,4 cm 

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente <14 ND 19 43 
Sim 
(F3) 

Não 
SRY, DMRT1, GATA4,  

(-2,9) FGF9, FGFR2 

38 M 35 Masculina 
12cm** 

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente 219 ** ND 18 43 Não Não - 
(-0,8) 

39 M 25 Masculina 
6,2cm 

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente 14* 17 18 44 Não Não - 
(-4,4) 

40 M 15,7 Masculina 
5cm 

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente 10 ND 46 90 Não Não - 
(-5,2) 

41 M 0.1 Masculina   1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente 38 40 <0.5 NA Sim Não - 

42 M 4 Masculina 
4,5cm 

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente <10 ND 10 104 Não Não SRY 
(-2,0) 

continua 
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Anexo 2 – Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY disgenético (conclusão) 
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43 M 5 Masculina ND 1 Tópica Ausentes Ausentes Ausentes ND ND ND ND ND ND 
NR5A1, NR0B1, GATA4,  

FGF9, FGFR2 

44 

M>F  

30 Masculina 

5,5cm  

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente 29 ND 10 40 Não Não AR (17 
anos) 

(-4,8) 

45 M 37 Masculina 
8cm 

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente ND ND ND ND ND ND SRY 
(-3,3) 

46 M 20 Masculina 
6,5cm 

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente 24 ND 21 45 Não Não - 
(-4,25) 

47 M 7 Masculina 
3cm 

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente <14* ND <0,6 <1,0 Não Não - 
(-3,2) 

48 M 21 Masculina 
3,9cm 

1 Tópica Ausentes Ausentes Ausente <14 ND 15 46 Não Não - 
(-5,8) 

Legenda: Idade cronológica, IC; Feminino, F; Masculino, M; Não disponível, ND. 
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Anexo 3 - Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY de etiologia indeterminada 

P
ac

ie
n

te
 

S
ex

o
 

IC
 d

a 
av

al
ia

çã
o

 

C
lit

o
ri

s/
 F

al
o

 (
D

P
) 

U
re

tr
a 

L
o

ca
liz

aç
ão

   
   

 

d
as

 g
ô

n
ad

as
 

T
 b

as
al

 (
n

g
/d

L
) 

L
H

 (
U

/L
) 

F
S

H
 (

U
/L

) 

T
 p

ó
s 

h
C

G
 (

n
g

/d
L

) 

T
/D

H
T

 

T
/A

 

C
as

o
 f

am
ili

al
 

 (
n

ú
m

er
o

 d
a 

fa
m

íli
a)

 

C
o

n
sa

n
g

u
in

id
ad

e 

G
en

es
 a

va
lia

d
o

s 

p
re

vi
am

en
te

 

49 M 4 
5cm 

Perineal Inguinais <11 0,3 2,6 ND ND ND Não Não SRY 
(-0,5) 

50 M 1,3 
4 

Perineal Inguinais <11 <0,1 <1,0 342 5,5 6 Não Sim AR 
(-0,87) 

51 M 1,9 
3,3 

Perineal Inguinais <14 <0,6 <1,0 315 21 3,7 Não Não AR, NR5A1 
(-1,0) 

52 M 13 
4,2 Cirurgia 

prévia 
Inguinais 101 0,8 1,8 ND ND 1,7 Não Não AR, NR5A1 

(-5,6) 

53 F 30 
Cirurgia 
prévia 

Cirurgia 
prévia 

Cirurgia prévia ND ND ND ND ND ND Não Não AR, NR5A1 

54 M 3,1 
3,3cm 

Glandar Retráteis 48* <0,6 <1,0 336 8,4 5,6 Não Não AR, NR5A1 
(-2,6) 

55 F 0,2 1,5 Perineal Grandes lábios <10 3 12 183 1,66 9,2 Não Não AR, NR5A1, MAMDL1, NR0B1 

56 
F>M 

32 
Cirurgia 
prévia 

Cirurgia 
prévia 

Cirurgia prévia ND ND ND ND ND ND Não Não AR, NR5A1 
(32 anos) 

57 M 23 
6cm 

Perineal Cirurgia prévia 20 52 43 ND ND ND Não Sim LHR 
(-4,2) 

58 F 0,2 1 cm Tópica Grandes lábios 37 ND ND 86 ND ND Não Não 
AR, NR5A1, SRD5A2, SRY, 

HSD17B3, 

59 
F>M 

5 
Cirurgia 
prévia 

Cirurgia 
prévia 

Cirurgia prévia ND ND ND ND ND ND Não Não AR 
(40 anos) 

continua



Anexos 90 

  

 

 

 

Anexo 3 - Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY de etiologia indeterminada (continuação) 
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60 M 22 
9,5cm 

Perineal Tópicas 674 5,5 4,2 ND 12 ND Não Não AR 
(-2,5) 

61 M 1 ND Perineal ND ND ND ND ND ND ND Não Não NR5A1, AR 

62 M 2,3 
4,5cm 

Perineal Retratéis <11 <0,6 <1,0 174 ND 4,4 Não Não AR 
(-0,7) 

63 M 2 
5cm 

Perineal Tópicas ND ND ND ND ND ND Não Não SRY 
(-0,1) 

64 M 12 
5cm 

Tópica Cirurgia prévia ND ND ND ND ND ND Não Sim - 
(-1,27) 

65 F 18 
Cirurgia 
prévia 

Cirurgia 
prévia 

Cirurgia prévia ND ND ND ND ND ND Não Sim NR5A1, AR, HSD17B3 

66 M 
0,1 2,2cm 

Perineal Inguinais 250 0,3 6 ND 29 8 Não Não - 
2,2 (-3,25) 

67 F 25 2cm Perineal Inguinais 13 6,6 <2,0 146 17 ND Não Não AR, NR5A1 

68 F 25 
Cirurgia 
prévia 

Cirurgia 
prévia 

Cirurgia prévia ND ND ND ND ND ND Não Sim AR, NR5A1 

69 M 7 
5,5cm 

Perineal Inguinais <11 <0,6 <1,0 193 11 19,3 Não Não - 
(-0,7) 

70 M 1,8 
4,5cm 

Perineal 
Inguinal (D) 

<11 1 4,4 496 2,4 12,4 Não Não AR 
(-0,25) Tópica (E) 

71 M 12,9 
6cm 

Perineal Criptorquidia bilateral 619 3,3 7 ND ND ND Não Não AR 
(-0,45) 

72 M 12 
7cm Corpo 

peniano 
Tópicas <14 <0,6 <1,0 747 4,1 6,8 Não Não - 

(-3,9) 

continua
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Anexo 3 - Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY de etiologia indeterminada (continuação) 

ID
 

se
xo

 

IC
 d

a 
av

al
ia

çã
o

 

C
lit

o
ri

s/
 F

al
o

 (
D

P
) 

U
re

tr
a 

L
o

ca
liz

aç
ão

   
   

  

d
as

 g
ô

n
ad

as
 

T
 b

as
al

 (
n

g
/d

L
) 

L
H

 (
U

/L
) 

F
S

H
 (

U
/L

) 

T
 p

ó
s 

h
C

G
 (

n
g

/d
L

) 

T
/D

H
T

 

T
/A

 

C
as

o
 f

am
ili

al
 

C
o

n
sa

n
g

u
in

id
ad

e 

G
en

es
 a

va
lia

d
o

s 

p
re

vi
am

en
te

 

73 M 23 
7cm 

Perineal Criptorquidia bilateral 880 14,6 5,1 ND ND ND Não Não AR 
(-4,7) 

74 M 1 
1,5cm 

Perineal Tópicas <11 0,2 1,2 202 11,9 4 Não Sim AR, SRY 
(-3,5) 

75 M 0,2 
3cm 

Perineal Tópicas ND ND ND ND ND ND Não Não - 
(-3,5) 

76 M 0,2 
3cm 

Perineal Tópicas 319 3,8 2,3 ND 4 6,3 Não Não AR, SRY 
(-1,12) 

77 M 0,3 
3cm 

Perineal 
Tópica (E) 

350 ND ND ND 12,5 ND Não Não - 
(-1,2) Inguinal (D) 

78 M 6 
3,5 

Tópica Inguinais <12 0,1 2,5 ND ND ND Não Não - 
(-2,0) 

79 M 11 
3cm 

Perineal Tópicas <12 <0,1 0,9 ND ND ND Não Sim - 
(-3,0) 

80 M 0,1 
2,6cm 

Perineal Tópicas 36 4,6 10,3 ND ND ND Não Não - 
(-1,6) 

81 M 0,4 
3cm 

Perineal Tópicas <12 1,4 1,7 ND ND ND Não Não - 
(-1,1) 

82 M 0,8 
3,5cm Corpo 

peniano 
Tópicas <12 ND ND ND ND ND Não Não - 

(-1,0) 

83 M 0,1 
3,5cm 

Perineal Tópicas 157 2 7,6 ND ND 3,1 Não Não - 
0 

continua
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 Anexo 3 - Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY de etiologia indeterminada (continuação) 
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84 M 0,7 
3,0cm 

Perineal Tópicas <12 0,4 <0,6 ND ND ND Não Não - 
(-1,6) 

85 M 14 
4,5cm 

Perineal Tópicas 31 1,3 3,9 ND ND ND Não Não - 
(-1,72) 

86 M 0,3 
3,2cm 

Perineal Tópicos 394 ND ND ND ND  Não Não CYP21A2 
(-1,87) 

87 M 0,1 
2,8cm 

Perineal 
Inguinal (D) 

510 ND ND 785 5,3 7,2 Não Não NR5A1, AR 
(-1,3) Tópico (E) 

88 M 5,9 
3cm 

Perineal Tópicos <11 ND ND 512 7,5 51 Não Não NR5A1, AR 
(-3,3) 

89 M 3,9 
4,8cm 

Perineal Inguinais <11 2,8 3,7 352 14 ND Não Não NR5A1, AR 
(-0,7) 

90 M 6,7 
2cm 

Perineal Tópicas <11 1 1,7 248 4,13 ND Não Não NR5A1, AR 
(-4,5) 

91 M 1,5 
2cm 

Perineal Tópicas <14 <1,0 <0,6 676 ND 9,6 Não Não NR5A1, AR 
(-3,3) 

92 M 3,7 
2cm 

Perineal Tópicas <14 ND ND 415 11,8 2 Não Não NR5A1, AR 
(-3,8) 

93 M   Perineal Tópicas ND     ND ND ND ND ND Não Não - 

94 M 6,4 
4,2cm 

Perineal Tópicas <14 ND ND 168 5,7 3,4 Não Não - 
(-2,0) 

95 M 7,4 
3,5cm 

Perineal Tópicas 418 3,3 6,4 ND 2,24 4,6 Não Não AR 
(-2,7) 

continua
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Anexo 3 - Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY de etiologia indeterminada (Conclusão) 
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96 M 14,9 
8,5cm Corpo 

peniano 
Tópicos <14 <0,6 <1,0 92 ND ND Não Não - 

(-3,2) 

97 M 0,6 
2cm 

Perineal Tópicos <12 0,2 <1,0 637 13 2,1 Não Não AR, NR5A1 
(-2,8) 

98 M 1 
3,5cm 

Perineal Tópicos <14 <0,6 <1,0 366 1,9 7,3 Não Não AR 
(-4,1) 

99 F 28 ND Feminina Abdominais ND ND ND ND ND ND Não Sim NR5A1, AR 

100 M 0,1 
1,5cm 

Perineal 
Inguinal (D) 

38 <0,6 4,7 ND ND ND 
Sim 

Não AR, LH 
(-5,0) Tópca (E) (F5) 

101 
F>M 

17 
4,7cm 

Perineal Criptorquidia bilateral 148 35 48 137 4,7 1,34 
Sim 

Não AR 
(17 anos) (-5,3) (F6) 

102 M 1,3 
3,8cm 

Perineal Inguinais <11 <1,0 <0,1 125 ND ND 
Sim 

Não - 
(-1,1) (F6) 

103 M 0,3 
3,5cm 

Perineal Tópicos 162 2,4 2,4 1031 5 20 
Sim  

(F5) 
Não - 

(-0,5) 

104 M 9 
5,5cm 

Perineal Inguinais 79 <1,0 <0,1 83 ND ND 
Sim 

Não - 
(-0,8) (F5) 

105 
F>M 

15 6cm Perineal Inguinais 626 7,4 13 756 19 0,94 Não Sim SRD5A2, AR, NR5A1 
(15 anos) 

Legenda: Feminino, F; Masculino, M; Não disponível, ND; Testosterona, T; Diidrostestosterona, DHT; Androstenediona, A; Direito, D; Esquerdo, E  
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Anexo 4 - Fenótipo dos pacientes com DDS 46,XY com provável defeito de síntese de andrógenos 
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106 F 17 Feminina 2 - Abdominais <11 19 27,4 ND ND ND Sim Não CYP17A1 

107 F 12 4cm 1 Perineal Abdominais 378 17 41 ND 44,4 1,68 Não Não SRD5A2 

108 F 17,7 3,8 2 - Inguinais 451 7,8 23 647 21 10,6 Não Não - 

109 M 0,1 

2cm  

1 Perineal Tópicos 317 0,4 1,3 ND 28,8 ND Não Não - 

(-3,75) 

110 F 0,1 1,5cm 1 Perineal Inguinais 406 7,4 ND ND 21 0,72 Não Não - 

111 F 18 7cm 1 Perineal Inguinais 272 17,5 29,6 ND 3,83 0,27 Não Não - 

112 F 24 <1.8cm 1 Perineal Inguinais <14 50 48 NA NA NA Sim (F7) Sim LHCGR 

113 F 0,1 1cm 1 Perineal Abdominais ND ND ND ND ND ND 

Sim 

Sim SRD5A2 

(F4) 

114 F 1 
Clitoris  

hipertrofiado 
1 Perineal Inguinais <14 ND ND 224 56 4,5 

Sim 

Sim SRD5A2 

(F4) 

Legenda: Feminino, F; Masculino, M; Não disponível, ND; Testosterona, T; Diidrostestosterona, DHT; Androstenediona, A;   
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Anexo 5 

Sites de predição utilizados neste estudo 

Ferramentas Critérios avaliados Classificação Critérios 
patogênicos 

dbscSNV_ADA_SCORE 

dbscSNV_RF_SCORE 

Avalição de splicing Entre 0 e 1 ≥0,6 

SIFT Baseada no grau de 
conservação da 

sequência proteica 

T: tolerado; 

D: deletério 

D 

CADD Avalia conservação, 
dados funcionais e 
análise de outras 

ferramentas in silico 
(como SIFT e 
PolyPHEN0 

C-scores ≥ representa 
variantes entre as 10% 

mais deletérias; ≥20 
representa entre as 1% 
mais deletérias; critérios 

sugerido ≥15 

≥15 

Mutation Acessor Baseada no grau de 
conservação da 

sequência proteica 

L: efeito leve; M: 
moderado; H:alto 

M e H 

Mutation Taster Combina informações 
de banco de dados 
bioquímicos e utiliza 
teorema de Bayes 

N e P: não deletério/ 
polimorfismo 

A e D: deletério 

A e D 

Polyphen2 Efeito das variantes 
sobre sequências e 
estruturas proteicas  

B: benigno; P: 
possivelmente 

patogênico; D: deletério 

P e D 

GERP Avalia conservação do 
aminoácido envolvido 

Numérica, variando de  

-12.3 a 6.17 

≥ 2 

Fonte: Adaptado de Richards e colaboradores, 2015(103). 
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Anexo 6 

Tabela com os critérios utilizados para qualificar as variantes alélicas 

segundo o American College of Medical Genetics (ACMG) 

Critério muito forte para patogenicidade 

PVS1 Variante nonsense, frameshift, em sítios de splice canônicos ±1 ou 2 códons de iniciação ou deleção de 1 
ou vários exons (null variant) em um gene no qual variantes com perda de função (LoF) são mecanismos 
conhecidos de doença 

Critérios fortes para patogenicidade 

PS1 Troca de aminoácido já estabelecida como patogênica, independente da troca do nucleotídeo 

PS2 Variante de novo em um paciente com doença sem história familiar (com paternidade confirmada) 

PS3 Presença de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos que suportem o efeito prejudicial 
no gene ou sua prote.na 

PS4 A prevalência da variante nos indivíduos afetados é significativamente maior quando comparada com a 
prevalência em controles 

Critérios moderados para patogenicidade 

PM1 Variante localizada em uma região hotspot para mutações e/ou região importante já estabelecida com um 
domínio funcional da proteína, sem variantes descritas como benignas 

PM2 Variante ausente nos bancos de dados populacionais (1000Genomes, ExAC), ou presente em frequência 
extremamente baixa, para os casos recessivos 

PM3 Variante detectada em trans com uma variante patogênica para as doenças recessivas 

PM4 Modificação no tamanho da proteína causada por deleções ou inserções in-frame em região não 
repetitiva ou por variantes que perdem o códon de parada (tipo stop-loss) 

PM5 Nova variante missense em um aminoácido em que uma variante missense diferente já foi estabelecida 
como patogênica 

PM6 Variante considerada de novo, sem confirmação da paternidade 

Critérios fracos para patogenicidade 

PP1 Segregação da variante (em um gene conhecido como causador de doença) com a doença em uma 
família com vários membros afetados 

PP2 Variante missense em um gene com uma baixa taxa de mutações missense benignas e no qual esse tipo 
de variante. considerado um mecanismo comum de doença 

PP3 Várias ferramentas computacionais suportam a evidência de efeito deletério no gene ou proteína 
(conservação evolutiva, impacto no splicing etc) 

PP4 O fenótipo do paciente ou a história da família são bastante especíicos de uma doença monogênica 

PP5 Variante recém-publicada como patogênica, porém o laboratório não apresenta condições de fazer um 
estudo funcional independente 

Critérios fracos para benignidade 

BP1 Variante missense em um gene no qual variantes com perda de função (LoF) são mecanismos 
conhecidos de doença 

BP2 Variante detectada em trans com uma variante patogênica dominante com penetrância completa ou 
observada em cis com uma variante patogênica em qualquer tipo de herança 

BP3 Deleções ou inserções in-frame em região repetitiva sem função conhecida 

BP4 Várias ferramentas computacionais sugerem ausência de efeito deletério no gene ou proteína 
(conservação evolutiva, impacto no splicing etc) 

BP5 Variante encontrada em um caso com uma base molecular alternativa para a doença 

BP6 Variante recém publicada como benigna, porém o laboratório não apresenta condições de fazer um 
estudo funcional independente 

BP7 Variante sinônima cujas ferramentas de predição de splicing não predizem impacto na sequência 
consenso de splice nem a criação de um novo sítio, e o nucleotídeo não conservado 

Critérios fortes para benignidade 

BS1 A frequência do alelo é maior do que a esperada para a doença 

BS2 Variante para doença recessiva (em homozigose), dominante (em heterozigose) ou ligada ao X 
(hemizigose), com penetrância completa e de início precoce, observada em indivíduo adulto saudável 

BS3 Presença de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos mostrando ausência de efeito 
prejudicial para a proteína ou splicing 

BS4 Ausência de segregação nos indivíduos afetados da família 

Critério que definem benignidade por si só 

BA1 Frequência alélica maior que 5% nos bancos de dados populacionais (1000Genomes, ExAC) 

Fonte: Adaptado de Richards e colaboradores, 2015(103). PVS: critério muito forte para patogenicidade; PS: 
critério forte para patogenicidade; PM: critério moderado para patogenicidade; PP: critério fraco para 
patogenicidade; BP: critério fraco para benignidade; BS: critério forte para benignidade; BA: critério benigno por si 
só. Lof: perda de função (de loss of function); 1000Genomes:1000Genomes; Project; ExAC: Exome Aggregation 
Consortium. 
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Anexo 7 
 
Tabela com a classificação das variantes alélicas de de acordo com a 
combinação dos critérios do ACMG 
 

Classificação de acordo com a combinação dos critérios ACMG 

Variante patogênica 
(I) 1 critério muito forte para patogenicidade (PVS1) e 

(a) ≥ 1 critérios fortes para patogenicidade (PS1-PS4) ou 
(b) ≥ 2 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) ou 
(c) 1 critério moderado para patogenicidade (PM1-PM6) e 1 crit.rio fraco para 
patogenicidade (PP1-PP5) ou 
(d) ≥ 2 critérios fracos para patogenicidade (PP1-PP5) ou 

 
(II) ≥ 2 critérios fortes para patogenicidade (PS1-PS4) ou 
 
(III) 1 critério forte para patogenicidade (PS1-PS4) e 

(a) ≥ 3 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) ou 
(b) 2 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) e ≥ 2 critérios fracos para 
patogenicidade (PP1-PP5) ou 
(c) 1 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) e ≥ 4 critérios fracos para 
patogenicidade (PP1-PP5) 

Variante provavelmente patogênica 
I) 1 critério muito forte para patogenicidade (PVS1) e 1 critério moderado para 
patogenicidade (PM1-PM6) ou 
 
(II) 1 critério forte para patogenicidade (PS1-PS4) e 1 ou 2 critérios moderado para 
patogenicidade (PM1-PM6) ou 
 
(III) 1 critério forte para patogenicidade (PS1-PS4) e ≥ 2 critérios fracos para patogenicidade 
(PP1-PP5) ou 
 
(IV) ≥ 3 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) ou 
 
(V) 2 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) e ≥ 2 crit.rios fracos para 
patogenicidade (PP1-PP5) ou 
 
(VI) 1 critério moderado para patogenicidade (PM1-PM6) e ≥ 4 crit.rios fracos para 
patogenicidade (PP1-PP5) 

Variante de significado incerto 
(I) outra combinação de critérios não mencionada acima ou 
(II) critérios para benignidade e patogenicidade contraditórios 

Variante provavelmente benigna 
(I) 1 critério forte para benignidade (BS1-BS4) e 1 critério fraco para benignidade (BP1-BP7) 
ou 
(II) ≥ 2 critérios fracos para benignidade (BP1-BP7) 

Variante benigna 
(I) 1 critério benigno por si só (BA1) ou 
(II) ≥ 2 critérios fortes para benignidade (BS1-BS4) 

Fonte: Adaptado de Richards e colaboradores, 2015 (103). PVS: critério muito forte para 
patogenicidade; PS: critério forte para patogenicidade; PM: critério moderado para patogenicidade; 
PP: critério fraco para patogenicidade; BP: critério fraco para benignidade; BS: critério forte para 
benignidade; BA: critério benigno por si só. 
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