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RESUMO 

Ferrari MTM. Análise por sequenciamento paralelo de larga escala de uma coorte de pacientes 

com distúrbios/diferenças do desenvolvimento do sexo 46,XX testicular e ovotesticular SRY-

negativo [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 

O desenvolvimento gonadal em mamíferos é um processo dinâmico e complexo, que requer a 

interação de múltiplos fatores em um meticuloso sistema de retrocontrole e autorregulação. 

Defeitos nos genes envolvidos nestes processos são uma das causas dos distúrbios/diferenças 

do desenvolvimento do sexo (DDS). A diferenciação ovariana é o resultado normalmente 

esperado para o desenvolvimento gonadal em fetos 46,XX. Entretanto, em raros casos, as 

gônadas de indivíduos 46,XX podem se diferenciar completamente em testículos, condição 

conhecida como DDS 46,XX testicular (DDS 46,XX T) ou, ainda, ocorrer a coexistência de 

tecidos testicular e ovariano em um mesmo indivíduo, dando origem ao DDS 46,XX 

ovotesticular (DDS 46,XX OT). O gene SRY, um importante fator determinante testicular, é 

identificado em uma fração de pacientes com DDS 46,XX testicular e ovotesticular (DDS 46, 

XX T/OT), sendo o responsável pelo desenvolvimento gonadal masculino nestes pacientes. 

Porém, o estudo de várias coortes de pacientes DDS 46, XX T/OT demonstrou que o SRY não 

é o único gene associado a esses fenótipos. A etiologia heterogênea dessas condições dificulta 

a análise molecular pelas estratégias tradicionais de estudo de genes candidatos. As novas 

estratégias de sequenciamento paralelo em larga escala, com avaliação global do material 

exômico/genômico do indivíduo, veio facilitar a análise simultânea de vários genes já 

reconhecidos, como também permitir a identificação de novos genes possivelmente envolvidos 

na etiologia dos DDS. Baseado neste contexto, o presente estudo teve como objetivo principal 

estabelecer o diagnóstico molecular em um grupo de portadores de DDS 46,XX T/OT sem 

diagnóstico molecular definido, utilizando a técnica de sequenciamento completo do exoma. O 

sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina. Os dados brutos foram analisados 

utilizando um pipeline para a identificação de variantes de ponto, indels e variações do número 

de cópias. As variantes foram classificadas de acordo com os critérios do American College of 

Medical Genetics. Vinte e quatro pacientes com DDS 46,XX T/OT SRY-negativo foram 

avaliados, 22 com diagnóstico histológico de DDS OT e dois com diagnóstico não histológico 

de DDS T. A casuística incluiu 22 pacientes com doença esporádica e uma família com dois 

irmãos afetados. Em 29,1% (7/24) dos pacientes investigados foi possível identificar um gene 

candidato associado ao fenótipo. Nenhum gene candidato foi identificado nos dois pacientes 



 

 

com diagnóstico provável de DDS 46,XX T. Das variantes selecionadas como possíveis 

candidatas à etiologia da doença, duas variantes foram classificadas  provavelmente patogênicas 

(genes FLNB e SOX10) e quatro variantes como de significado incerto, destacando-se as 

variantes nos genes IMMP2L, SOX8, PRKACG e CLASP1. A variante alélica c.397delT 

(p.Ser133Leufs7* no IMMP2L foi identificada em heterozigose nos dois irmãos com DDS 

46,XX OT e estava ausente nos familiares não afetados (mãe e irmão). As descrições prévias 

da associação entre o gene Immp2l e a função reprodutiva em mamíferos bem como seu 

potencial papel na etiologia de linhagens de ovelhas portadoras de XX female-to-male sex 

reversal, reforçam nossos achados e a possível contribuição desse gene no fenótipo em questão. 

As variantes alélicas: c.C1329A (p.Ser443Arg) do gene SOX10 e c.C2822A (p.Pro941Gln) do 

gene FLNB, classificadas como potencialmente patogênicas, também despertaram interesse 

como potenciais novos genes candidatos. Evidências indicam possíveis interações indiretas 

dessas proteínas com a regulação do SOX9. O papel de destaque dos genes da família SOX, no 

processo do desenvolvimento testicular conduziram ao estudo da variante alélica candidata 

identificada no gene SOX8, categorizada como VUS. Da mesma forma, as variantes alélicas 

c.A971G  (p.Asp324Gly) e c.C3475T (p.Arg1159Cys) identificadas nos genes PRKACG e 

CLASP1, respectivamente, classificadas como VUS, foram  consideradas candidatas. O 

PRKACG potencialmente interage com genes críticos da cascata da determinação gonadal 

masculina e já foi anteriormente associado à etiologia de disgenesia gonadal 46,XY. Neste 

estudo, a segregação das variantes identificadas só pode ser realizada em 25% dos casos, porque 

os pais não estavam disponíveis para análise nos outros pacientes. A ausência de disponibilidade 

dos trios limitou a avaliação e a classificação das novas variantes alélicas candidatas. Embora 

estabelecer a etiologia genética das anormalidades do desenvolvimento gonadal em portadores 

de 46,XX DDS OT/T permaneça um desafio, os resultados deste estudo geraram informações 

inéditas, que abrem novas perspectivas de estudo dos mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento gonadal humano, uma complexa e fascinante área da ciência. 

Palavras-chave: Transtornos do cromossomo sexual no desenvolvimento sexual. Transtornos 

46,XX do desenvolvimento sexual. Transtornos ovotesticulares do desenvolvimento sexual. 

Sequenciamento do exoma. 

 



 

 

ABSTRACT 

Ferrari MTM. Whole sequencing analysis of a cohort of SRY-negative 46,XX testicular and 

ovotesticular disorders/differences of sex development [thesis]. São Paulo: “Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo”; 2023. 

Gonadal development in mammals is a dynamic and complex process that requires the 

interaction of multiple factors in a meticulous system of feedback control and self-regulation. 

Defects in genes involved in these processes are one of the causes of disorders/differences of 

sex development (DSD). Ovarian differentiation is the ordinarily  expected outcome for the 

gonadal development in 46,XX foetuses. Nevertheless, in rare cases, the gonads of individuals 

with 46,XX chromosomes can differentiate completely into testes, a condition known as 46,XX 

testicular DSD (46,XX TDSD). Additionally, can occur the coexistence of testicular and 

ovarian tissues in the same individual, resulting in 46,XX ovotesticular DSD (46,XX OTDSD). 

The SRY gene, an important testis-determining factor, is identified in a fraction of patients with 

46,XX TDSD and OTDSD (46,XX TDSD/OTDSD), responsible for the male gonadal 

development in these patients. Conversely, the study of various cohorts of 46,XX 

TDSD/OTDSD patients has shown that SRY is not the single gene associated with these 

phenotypes. The heterogeneous aetiology of these conditions hampers molecular analysis using 

traditional strategies for studying candidate genes. The new strategies of large-scale parallel 

sequencing, with evaluation of the individual's entire exomic/genomic material, have enabled 

the simultaneous analysis of multiple recognized genes, as well as the identification of new 

genes possibly involved in the aetiology of DSD. Based on this context, the present study aimed 

to establish the molecular diagnosis in a group of patients with 46,XX TDSD/OTDSD without 

a defined molecular diagnosis, using the technique of whole exome sequencing. Sequencing 

was performed on the Illumina platform. The raw data were analysed using a pipeline for the 

identification of point variants, indels, and copy number variations. The variants were classified 

in compliance with the American College of Medical Genetics criteria. Twenty-four patients 

with SRY-negative 46,XX TDSD/OTDSD were evaluated, 22 with a histological diagnosis of 

46,XX OTDSD and two with a non-histological diagnosis of 46,XX TDSD. The casuistry 

included 22 patients with sporadic disease and one family with two affected siblings. In 29,1% 

(7/24) of the investigated patients, it was possible to identify a candidate gene associated with 

the phenotype. No candidate gene was identified in the two patients with a probable diagnosis 

of 46,XX TDSD. Among the variants selected as potential candidates for the aetiology of the 



 

 

disease, two variants were classified as likely pathogenic (in the  FLNB and SOX10 genes), and 

four variants were classified as variants of uncertain significance (VUS), with notable variants 

in the IMMP2L, SOX8, PRKACG and CLASP1 genes. The allele variant c.397delT 

(p.Ser133Leufs*7) in IMMP2L was identified in heterozygosity in the two siblings with 46,XX 

OTDSD and was absent in unaffected family members (the mother and a third sibling). Previous 

descriptions of the association between the Immp2l gene and the reproductive function in 

mammals, as well as its potential role in the aetiology of XX female-to-male sex reversal in 

sheep lineages, reinforce our findings and the possible contribution of this gene to the 

phenotype in question. The likely pathogenic variants c.C1329A (p.Ser443Arg) of the SOX10 

gene, and c.C2822A (p.Pro941Gln) of the FLNB gene, sparked interest as potential new 

candidate genes. Evidence indicates possible indirect interactions of these proteins with the 

SOX9 regulation. The prominent role of the SOX gene family, in the process of testicular 

development led to the study of candidate allele variant identified in the SOX8, categorized as 

VUS. Similarly, the allele variant (c.A971G; p.Asp324Gly) identified in the PRKACG gene and 

the c.C3475T (p.Arg1159Cys) in the CLASP1, both classified as VUS, were considered 

candidate variants. The PRKACG potentially interacts with critical genes in the cascade of male 

gonadal determination and has previously been associated with the aetiology of 46,XY gonadal 

dysgenesis. In this study, the segregation of the identified variants could only be performed in 

25% of the cases because parents were not available for analysis. The lack of availability of 

trios could have limited the evaluation and classification of new candidate allele variants. 

Although the establishment of the genetic aetiology of gonadal development abnormalities in 

individuals with 46,XX TDSD/OTDSD remains a challenge, the results of this study have 

generated unique information that opens new perspectives for studying the mechanisms 

involved in human gonadal development, a complex and fascinating area of science. 

Keywords: Sex chromosome disorders of sex development. 46, XX disorders of sex 

development.  Ovotesticular disorders of sex development.  Exoma sequencing. 
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1.1 MECANISMOS ATUANTES NO DESENVOLVIMENTO DO SEXO EM HUMANOS 

O desenvolvimento sexual dos mamíferos constitui um processo extremamente 

complexo e coordenado, com determinação genética, que pode ser dividido em três etapas1.  

A primeira etapa refere-se ao estabelecimento do sexo cromossômico durante a 

fertilização do embrião. O conteúdo cromossômico 46,XY e 46,XX em humanos identifica, 

respectivamente, o sexo masculino e o sexo feminino e inicia a cascata do desenvolvimento 

sexual correspondente2.  

A segunda etapa consiste no processo de determinação gonadal, que compreende a 

transformação do tecido gonadal embriologicamente indiferenciado, a crista urogenital, em 

uma gônada masculina ou feminina3. 

Finalmente temos a diferenciação sexual, que engloba os processos envolvidos na 

diferenciação da genitália interna e externa e no desenvolvimento de caracteres sexuais 

secundárias no período puberal. 

1.1.1 Determinação gonadal 

A gônada bipotencial é constituída por duas populações celulares distintas: a 

germinativa e a somática, originárias do epitélio celômico e do mesênquima, respectivamente3.  

Nos seres humanos, a fase de determinação sexual inicia-se por volta da sexta semana 

de vida do embrião e consiste na transformação do tecido somático gonadal bipotente em 

gônada masculina ou feminina3. Trata-se de um período complexo do desenvolvimento do 

embrião, com envolvimento de inúmeros genes e moléculas sinalizadoras, que interagem entre 

si, levando à formação do testículo ou do ovário2.  

Uma delicada, balanceada e intricada cronologia de expressão gênica está presente no 

processo de diferenciação gonadal, em que as vias para a formação testicular e ovariana são 

próprias e antagônicas4. Nos indivíduos 46,XY, a expressão do gene SRY (Sex Determining 

Region Y), que está localizado no braço curto do cromossomo Y na posição p11.3, desencadeia 

uma cascata de interações gênicas, cujo efeito final levam ao desenvolvimento dos testículos5. 

Muitos genes participam de forma crucial no processo da determinação testicular, com 

destaque para NR5A1 (Nuclear Receptor Subfamily 5)6, WT1 ( WT1 Transcription Factor)7, 

CBX2 (Chromobox protein homolog 2)8, o GATA4 (Gata-building Protein 4)9 e vários membros 

da família SOX, especialmente o SOX9 (SRY-related HMG-Box gene 9)10. Este tem um 

importante papel, regulando a expressão de diversos genes da diferenciação sexual masculina, 
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como FGF9/FGFR2 (Fibroblast Growth Factor 9/Fibroblast Growth Factor Receptor 2)11, 

PTGDS (Prostaglandin D2 Synthase)12, AMH (Anti-Mullerian Hormone)13, além de suprimir a 

expressão de genes indutores da diferenciação ovariana, como o RSPO1 (R-spondin 1) e FOXL2 

(Forkhead box L2)14. 

Os genes envolvidos na determinação ovariana exibem sua expressão um pouco mais 

tardiamente no processo de diferenciação da gônada bipotente15. WNT4 (Wnt Family member 

4) e RSPO1 estabilizam a β-catenina, codificada pelo CTNNB (Catenin Beta 1). A β-catenina 

promove a expressão de importantes genes ovarianos, como o FTS (Folistatin) e o FOXL2. Este 

último antagoniza o SOX9 e outros genes envolvidos no desenvolvimento testicular.  

Um desequilíbrio entre estas harmônicas vias gênicas pode determinar a geração de um 

tecido gonadal anômalo, como testículos incompletamente diferenciados, gônadas compostas 

apenas por tecido fibroso com ausência de tecido gonadal ou, até mesmo, a coexistência dos 

tecidos ovariano e testicular em um mesmo indivíduo (Figura 1). 

Figura 1 - Diferenciação sexual durante o período embrionário-fetal humano. A gônada 

indiferenciada pode diferenciar em testículo, ovário ou, ainda, de forma anômala, em 

ovotestis, a depender da via prevalente no delicado balanço da expressão gênica 

ativada 

 
Fonte: adaptado de Grinspon e Rey16. 
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1.1.2 Diferenciação sexual 

Nesta última etapa, os processos são dependentes da ação dos hormônios secretados 

pelos testículos1. Em torno da sétima semana de gestação, os embriões possuem dois sistemas 

de dutos embrionários _ os paramesonéfricos (ou mullerianos) que darão origem às trompas, 

útero e terço superior da vagina; e os dutos mesonéfricos (ou wolffianos) precursores dos vasos 

deferentes, epidídimo, vesículas seminais e duto ejaculatório. Com a formação do testículo, há 

produção do hormônio antimulleriano (HAM) pelas células de Sertoli, que levará a regressão 

dos dutos de Muller1. A testosterona, secretada pelas células de Leydig, atua nos dutos de Wolff 

promovendo a formação das estruturas do sistema reprodutor interno masculino. A conversão 

da testosterona a diidrotestosterona (DHT)  pela ação da enzina 5-α redutase 2 levará à completa 

formação da genitália externa masculina em torno da 12ª semana gestacional1. 

Na ausência da produção de testosterona e do hormônio antimulleriano, haverá 

regressão dos dutos de Wolff e manutenção das estruturas mullerianas, com desenvolvimento 

das trompas uterinas, útero e vagina proximal1.  

1.2 DISTÚRBIOS/DIFERENÇAS DO DESENVOLVIMENTO DO SEXO  

Os distúrbios/diferenças do desenvolvimento do sexo (DDS) são condições congênitas 

em que o desenvolvimento do sexo cromossômico, gonadal ou anatômico é atípico. Estas 

alterações afetam a diferenciação do sistema urogenital, resultando em um espectro fenotípico 

amplo, que engloba desde atipias genitais variadas, distúrbios do desenvolvimento puberal e 

infertilidade17. Recentemente, muitos autores têm substituído o termo “distúrbios” pela palavra 

“diferenças” do desenvolvimento do sexo18.  

Didaticamente, os DDS podem ser classificados em três grandes grupos considerando-

se o cariótipo dos indivíduos: DDS 46,XX; DDS 46,XY e DDS por anormalidades 

cromossômicas17.  

Nestes três grandes grupos, diversas condições clínicas apresentam anormalidades no 

desenvolvimento da gônada, incluindo os portadores de disgenesias gonadais 46,XX e 46,XY, 

os pacientes com diagnóstico de DDS 46,XX ovotesticular e testicular. Há também os pacientes 

com alterações cromossômicas e gonadais, com destaque para aqueles com síndrome de 

Klinefelter e síndrome de Turner, pela maior prevalência nas populações17,19 (Quadro 1). 
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Quadro 1 - Distúrbios/Diferenças do desenvolvimento do sexo associado a anormalidades do 

desenvolvimento gonadal 

DDS 46,XX  

Disgenesia gonadal (formas completa e parcial) 

DDS testicular 

DDS ovotesticular 

DDS 46,XY  

Disgenesia gonadal (formas completa e parcial) 

Disgenesia gonadal associada a quadros sindrômicos 

Distúrbio do desenvolvimento sexual por anormalidade cromossômica 

Disgenesia dos túbulos seminíferos e suas variantes (síndrome de Klinefelter) 

Disgenesia gonadal 45,X e suas variantes (síndrome de Turner) 

DDS associado a mosaicismo e quimerismo cromossômicos 

Disgenesia gonadal mista (45,X/46,XY) 

DDS ovotesticular 46,XX/46,XY 

É de conhecimento comum que a diferenciação ovariana é a via normal em fetos 46,XX, 

com feminilização da genitália interna e externa. Em condições anormais, neonatos 46,XX 

podem apresentar virilização da genitália ao nascimento. Esta virilização pode ocorrer em 

condições, nas quais o feto, possuidor de ovários normais, é exposto a um excesso de 

andrógenos durante períodos críticos do desenvolvimento. Neste cenário, a origem dos 

andrógenos pode ser fetal, feto-placentária ou materna20. A hiperplasia adrenal congênita 

(HAC) por deficiência da enzima 21-hidroxilase representa a etiologia mais comum de DDS 

46,XX21,22. 

Em raros casos, gônadas de fetos 46,XX podem apresentam diferenciação anômala, com 

a formação de testículos, condição conhecida como Distúrbio do Desenvolvimento do Sexo 

Testicular (DDS T) 46,XX, ou desenvolver ambos tecidos gonadais, testicular e ovariano, em 

um mesmo indivíduo, condição chamada Distúrbio da Desenvolvimento do Sexo  Ovotesticular 

(DDS OT) 46,XX (Quadro 2). 

Quadro 2 - Causas dos Distúrbios/Diferenças do Desenvolvimento do Sexo 46,XX 

Diferenciação gonadal normal  

● Excesso de andrógenos 

o Fetal: 

▪ Hiperplasia adrenal congênita por deficiência de: 

21-hidroxilase, 11β-hidroxilase, 3β-hidroxiesteroide-desidrogenase. 

o Feto-placentária: 

▪ deficiência de aromatase e da P450 oxido-redutase (POR) 

o Materna (luteoma, exógena, dentre outras)  

Diferenciação gonadal anormal  

● DDS Testicular  

o Forma clássica sem atipia genital (previamente denominado “Homem XX”) 

o Forma com atipia genital. 

● DDS ovotesticular  
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1.3 DISTÚRBIOS/DIFERENÇAS DO DESENVOLVIMENTO DO SEXO TESTICULAR 

E OVOTESTICULAR  

As antigas definições de “homem XX ou sexo reverso XX” e “hermafrodita verdadeiro” 

foram substituídas pela nomenclatura mais recente DDS 46,XX Testicular (T) e DDS 46,XX 

ovotesticular (OT), respectivamente, de acordo com o consenso publicado em 200617. 

1.3.1 Distúrbio/diferença do desenvolvimento do sexo testicular  

Primeiramente descrito em 196423, a frequência desta condição é estimada em 1:20.000 

a 1: 25.000 meninos recém-nascidos e representa 2% dos casos de infertilidade masculina.  

O fenótipo poderá ser masculino típico a graus variados de atipia genital, a depender do 

desenvolvimento tecidual testicular. Cerca de 80% dos afetados apresentam fenótipo normal ao 

nascimento e são, geralmente, diagnosticados durante ou após a puberdade por hipogonadismo 

hipergonadotrófico, ginecomastia e/ou infertilidade24.  

1.3.2 Distúrbios/diferenças do desenvolvimento do sexo ovotesticular  

O distúrbio/diferença da desenvolvimento do sexo ovotesticular é uma forma bastante 

rara de DDS, com incidência calculada em 1:100.000 nascidos-vivos25, o que representa 3 - 

10% da totalidade dos pacientes com DDS26. É caracterizado pela coexistência de tecido 

gonadal masculino com túbulos seminíferos bem desenvolvidos e tecido gonadal feminino com 

folículos primordiais em um mesmo indivíduo. Ambos tecidos gonadais podem estar presentes 

na mesma gônada, denominada de ovotestis.  

Se ovotestis presente nos dois lados é classificado como  tipo bilateral, se os tecidos 

ovariano e testicular se apresentarem separadamente, um em cada gônada, é classificado em 

tipo lateral ou, ainda, comumente, como tipo unilateral,  ovotestis unilateral e um testículo ou 

ovário contralateral27. 

A idade de reconhecimento desta condição é heterogênea. Grande número de portadores 

terá genitália atípica ao nascimento; outros poderão apresentar-se na infância com hipospadia 

perineal ou criptorquidia. Há ainda manifestações mais tardias, em adolescentes com hematúria 

cíclica e/ou desenvolvimento mamário em indivíduos com fenótipo masculino ou irregularidade 

menstrual e/ou sinais de virilização em indivíduos fenotipicamente femininos28-31.  
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Nos pacientes DDS OT podem ser identificados diversos cariótipos, os quais 

apresentam prevalências diferentes de acordo com a região geográfica em estudo. Entretanto, 

na maioria das coortes descritas, o cariótipo 46,XX é o mais frequente, identificado em  65 a 

90% dos pacientes32-34. 

A maioria dos casos de DDS OT são esporádicos. Entretanto há várias descrições na 

literatura de indivíduos DDS T e DDS OT dentro da mesma irmandade, sugerindo que ambas 

as condições possam ter uma origem genética similar35-38. 

1.4 POSSÍVEIS MECANISMOS GENÉTICOS CAUSADORES DOS DDS 

TESTICULAR/OVOTESTICULAR  

Muitos mecanismos genéticos causadores dos DDS 46,XY foram elucidados nos 

últimos anos; entretanto as vias que levam ao desenvolvimento testicular em indivíduos 46,XX 

permanecem pouco esclarecidas, de forma que muitos destes pacientes ainda estão sem uma 

etiologia molecular definida para a origem do desenvolvimento gonadal atípico. 

A formação do tecido testicular em DDS 46,XX T/OT pode ser consequência de pelo 

menos três mecanismos diferentes: (1) translocação de material genético do cromossomo Y 

para um cromossomo X ou um autossomo durante a meiose paterna; (2)  presença de 

mosaicismo críptico do cromossomo Y ou (3) presença de mutações de ponto ou de variações 

no número de cópias em genes que participam das vias da determinação gonadal masculina ou 

feminina14. Estas alterações gênicas causam um desequilíbrio das vias de determinação gonadal 

para o sentido do desenvolvimento tecidual testicular em um indivíduo 46,XX.  

Inicialmente, a diferenciação masculina em indivíduos 46,XX foi creditada à transferência 

de um fator determinante testicular _ Testis-Determining Factor (TDF)_ presente no cromossomo  

Y. A identificação do gene SRY no braço curto do cromossomo Y no início da década de 1990 

permitiu o esclarecimento de uma importante etapa no processo de determinação da gônada 

embrionária masculina. Ao gene SRY foi atribuído este papel de TDF39.   

Na apresentação dos pacientes DDS 46,XX testicular sem atipia genital, também 

chamada de forma clássica, a presença de material de Y, especialmente o gene SRY, no genoma 

é identificada em cerca de 80-90%. De forma contrária, aqueles com graus menores de 

virilização e maior incidência de atipia genital comumente não apresentam material de Y 

detectável40. Foram descritos raros pacientes DDS T portadores de translocações de fragmentos 

do Y para o X, com atipia genital, mesmo na presença do gene SRY. A inativação preferencial 

do X que carreia o fragmento de Y poderia ser o mecanismo causador da masculinização 

incompleta da genitália neste subgrupo41.  
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A despeito do número limitado de estudos com grandes coortes de pacientes DDS 

46,XX OT, a prevalência do gene SRY nestes pacientes variou de 10 a 33%38,42. A pesquisa 

negativa do SRY no DNA extraído de linfócitos do sangue periférico constitui o achado mais 

frequente nos pacientes portadores de DDS 46,XX OT com atipia genital30,43. Porém, em alguns 

estudos nos quais a análise do DNA extraído do tecido gonadal foi realizada, a presença de 

mosaicismo críptico para o SRY e/ou para outras sequencias de Y foi identificada, estabelecendo 

esta condição como uma causa incomum e rara da doença44-46. Desta forma, outras causas 

gênicas, independentes do SRY, têm sido intensamente investigadas nos DDS 46,XX T/OT 

SRY-negativo. 

Dois diferentes mecanismos podem ser considerados no entendimento da diferenciação 

testicular em uma gônada XX SRY-negativo: a maior expressão de genes pró-testiculares, entre 

eles os genes da família SOX; ou a insuficiente expressão de genes pró-ovarianos/anti-

testiculares, como o WNT4, RSPO1, dentre outros.  

Duplicações do gene SOX9 ou de sua região regulatória são causas de DDS  46,XX 

T/OT47-62. Recentemente, a variante alélica missense c.G148A (p.Glu50Lys) que causa ganho 

de função do promotor-específico do SOX9, foi reportada como provável etiologia molecular 

associada ao DDS 46,XX OT investigado, embora os resultados obtidos nos experimentos com 

o modelo animal modificado não tenham reproduzido o fenótipo da doença50. A identificação 

de variações no número de cópias do gene SOX3 (SRY-related HMG-Box gene 3) foram 

descritas em pacientes DDS 46,XX OT57,63-72. A duplicação parcial da região cromossômica 

22q13, que contém o gene SOX10 (SRY-related HMG-Box gene 10) e trissomia do cromossomo 

22 também foram identificados em portadores de DDS 46,XX OT68,73, reforçando a importância 

desta família de genes na etiologia da doença (Quadro 3).  

Em adição a estas alterações de ganho de função de genes determinantes da 

diferenciação sexual masculina, as mutações com perda de função de genes que promovem a 

determinação sexual feminina também podem geram o fenótipo DDS 46,XX T/OT. Este 

mecanismo é representado por mutações missense em homozigose no RSPO1, as quais foram 

associadas à rara síndrome caracterizada por DDS 46,XX T/OT, hiperqueratose palmo-plantar 

e susceptibilidade para o surgimento de carcinoma cutâneo de células escamosas74-77. Na 

síndrome de SERKAL (SEx Reversion, Kidneys, Adrenal and Lung dysgenesis), uma doença 

autossômica recessiva causada pela perda de função do gene WNT4, também são identificadas 

anormalidades do desenvolvimento da gônada XX78 (Quadro 3). 
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Quadro 3 - Descrição dos fenótipos e dos genes classicamente causadores de DDS 46 XX Testicular e Ovotesticular 

Patogênese 

proposta 
Achado genético 

Diagnóstico de DDS 

46,XX 
Genitália Externa Gônadas Referência 

E
x

p
re

ss
ã
o
 a

u
m

en
ta

d
a
 d

o
 S

O
X

9
 

Gene SOX9 - Duplicado 
Testicular P(1): Atípica P(1): ND Huang et al.53 

Testicular P(1): Masculina P(1): Testículos Lee et al.54 

Gene SOX9 – Mutação 

Ativadora 
Ovotesticular P(1): Atípica P(1): Ovotestis/ Ovário Ushijima et al.50  

 Testicular P(1): Masculina P(1): Testículos Cox et al.55 

 Testicular P(1): Masculina P(1): Testículos Vetro et al.56 

 

Testicular 

Ovotesticular 

Testicular 

P(1): Masculina 

P(2): Atípica 

P(3): Masculina 

P(1):  ND 

P(2): ovotestis bilateral 

P(3): ND 

Vetro et al.57  

 Ovotesticular P(1): Atípica P(1): Ovotestis /Testículos Kim et al.58 

 Testicular Atípica Testículo Refai et al.59  

Região regulatória do gene 

SOX9 - Duplicado / 

Triplicado 

Ovotesticular 

Ovotesticular 

Ovotesticular 

P(1): Atípica 

P(2): Atípica 

P(3): Atípica 

 

P(1):  ND 

P(2): testículo /ovário 

P(3): ovotestis/ gônada 

disgenética 

Benko et al.60 

 
Testicular 

Ovotesticular 

P(1): ND 

P(2):ND 

P(1): testículos bilaterais 

P(2): ovotestis 
Croft et al.51 

 

Testicular 

Testicular 

Testicular 

P(1): Masculina 

P(2): Masculina 

P(3): Masculina 

P(1): testículos disgenéticos 

P(2): testículos disgenéticos 

P(3): ND 

Hyon et al.61 

 Ovotesticular P(1):Atípica Ovário e ovotestis López-Hernández et al.48 

 
Ovotesticular 

 
P: Masculina 

P: GD ND/ 

GE: ovotestis 
Shankara et al.62 

 Testicular P(1): Hipospadia P(1): ND Xiao et al.49 

 Ovotesticular P(1): Atípica P(1): Testículo/Ovário Mengen et al.47 

continua 

 

 

 

 

 

 



INTRODUÇÃO - 28 

 

conclusão 

Patogênese 

proposta 
Achado genético 

Diagnóstico de DDS 

46,XX 
Genitália Externa Gônadas Referência 

E
x

p
re

ss
ã

o
 a

u
m

en
ta

d
a

 

S
O

X
3

 

Gene SOX3 - Duplicação 

Testicular 

P(1): Masculina 

P(2): Masculina 

P(3): Masculina 

P(1): ND 

P(2): ND 

P(3): ND 

Sutton et al.65 

Testicular P(1): Masculina P(1): ND Vetro et al.57 

Ovotesticular P(1): Atípica P(1): Ovotestis Grinspon et al.64 

Testicular P(1): Atípica P(1): ND Moalem et al.71 

 Ovotesticular P(1): Atípica P(1): Ovotestis de Oliveira et al.72 

Região regulatória do gene 

SOX3 - Rearranjos 

Testicular P(1): Masculina P(1): Testículos disgenéticos Vetro et al.57 

Testicular P(1): Atípica P(1): Testículos Mizuno et al.66 

Ovotesticular P(1): Atípica P(1): Testículo/ Ovário Haines et al.67 

E
x

p
re

ss
ã

o
 

a
u

m
en

ta
d

a
 

d
o

 S
O

X
1

0
  Ovotesticular P(1): Atípica P(1): Testículo/ Ovário Aleck et al.73 

Cromossomo 22 

- Duplicação 
Testicular P(1): Masculina P(1): ND Seeherunvong et al.68 

Cromossomo 22 

- Trissomia 
Testicular P(1): Atípica P(1): Testículos disgenéticos Nicholl et al.70 

E
x

p
re

ss
ã

o
 

re
d

u
zi

d
a

 

d
o

 W
N

T
4

 

Gene WNT4- Mutação 

inativadora 
NC 

P(1): Atípica (Síndrome de 

SERKAL) 

P(1): Testículo 

disgenético/Ovotestis 
Mandel et al.78 

E
x

p
re

ss
ã

o
 

re
d

u
zi

d
a

 d
o

 

R
S

P
O

1
 

Gene RSPO1 - Deleção Testicular 
P(1): Atípica, ceratose 

palmo-plantar 
P(1): ND Parma et al.74 

Gene RSPO1 - Mutação 

inativadora 

Testicular 
P(1): Atípica, ceratose 

palmo-plantar 
P(1): ND Parma et al.74 

Ovotesticular P(1): Atípica P(1): Ovotestis Tomaselli et al.75 

Testicular P(1): Atípica P(1): ND Tallapaka et al.77 

P(1): Testicular 

P(2): Ovotesticular 

P(1): Atípica 

P(2): Atípica 

P(1): testículos disgenéticos 

P(2): ND 
Naasse et al.76 

NC- Não classificado; ND- Não descrito; P- Paciente. (Fonte: adaptada de Grinspon et al.79. 
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Uma variante única e recorrente em vários pacientes DDS 46, XX OT no gene NR5A1 

(c.C274T, p.Arg92Trp), em estado de heterozigose, foi inicialmente descrita80-84. 

Posteriormente, outra  variante foi identificada  no mesmo códon, apenas com a troca do 

aminoácido (c.G275A, p.Arg92Gln)85. E, mais recentemente, foi identificada em uma coorte 

de 26 pacientes DSD 46,XX OT uma variante rara (c.C779T, p.Ala260Val) no éxon 4 do 

NR5A1 em um único paciente86. O mecanismo exato pelo qual estas variantes ativam o 

desenvolvimento testicular em portadores DDS 46,XX OT mantém-se elusivo. Sugere-se que 

estas variantes no NR5A1 reduzam a inibição da expressão dos genes da via masculina, como o 

SOX9 e o HAM81,82, ao causarem uma ruptura nos sinais específicos do desenvolvimento 

ovariano, principalmente na via WNT/β-catenina, a qual normalmente suprime a expressão de 

genes testiculares85,86.  

O gene WT1 exerce um papel essencial no desenvolvimento normal do sistema 

urogenital87. Classicamente, as variantes patogênicas estão associadas a testículos disgenéticos 

causando diferentes fenótipos de DDS 46,XY88. Estudos recentes descreveram variantes 

alélicas no WT1, localizadas no éxon 10 ou em local de splicing, com retenção do intron 9. 

Todas estas mutações acometem de uma região altamente conservada do WT1, o quarto dedo 

de zinco. Estas variantes foram associadas ao desenvolvimento de tecido testicular em 

indivíduos DDS 46,XX T/OT SRY-negativo89-91. A formação testicular pode ser devido a 

interação inapropriada entre a proteína mutada e o principal determinante ovariano, a β – 

catenina. Em adição, autores demonstraram que mutação no éxon 10 aumenta a expressão de 

genes SOX9, NR5A1 e DMRT1 (Doublesex And Mab-3 Related Transcription Factor 1), 

envolvidos na formação das células de Sertoli90,92. 

Deste modo, mutações em genes que participam de etapas comuns ao desenvolvimento 

gonadal masculino e feminino, como WT1 e NR5A1, têm sido associados à etiologia dessas 

condições e estimulado a investigação de outras vias sinalizadoras ainda não avaliadas 

(Quadro 4). 
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Quadro 4 - Variantes alélicas nos genes NR5A1 e WT1, causadoras do fenótipo DDS 46,XX ovotesticular e testicular 

Gene Achado genético 
Diagnóstico de 

DDS 46, XX 
Genitália Extern Gônadas Referência 

NR5A1 

p.Arg92Trp Testicular P(1): Atípica P(1): Testículos bilaterais Domenice et al.80 

p.Arg92Trp 

Ovotesticular 

Testicular 

Testicular 

Testicular 

F(1; n=2): Atípica 

F(2; n=1): Masculina com micropênis 

F(3; n=1): Masculina com micropênis 

F(4; n=1): Masculina com hipospadia 

F(1; n=2):  Ovotestis bilateral 

F(2; n=1): ND 

F(3; n=1): ND 

F(4; n=1): Testículos disgenéticos bilaterais 

Bashamboo et al.81 

p.Arg92Trp 
Ovotesticular 

Testicular 

P(1): Atípica 

P(2): Masculina 

P(1): Testículo/ ovotestis 

P(2): Testículos bilaterais 
Igarashi et al.82 

p.Arg92Trp NC P(1): Atípica ND Takasawa et al.83 

p.Arg92Trp 

Testicular 

Ovotesticular 

Testicular 

P(1): Feminina com clitoromegalia 

P(2): Atípica 

P(3): Masculina 

P(1): Testículo/ tecido fibroso 

P(2): Ovotestis bilateral 

P(3): Testículos bilaterais 

Baetens et al.84 

p.Arg92Gln Ovotesticular P(1): Atípica P(1): Ovotestis bilateral Swartz et al.85 

p.Arg92Trp 

p.Arg92Trp 

p.Arg92Trp 

p.Ala260Val 

Testicular 

Ovotesticular 

Testicular 

Ovotesticular 

P(1): Masculina com criptorquidia 

P(2): Atípica 

P(3): Atípica 

P(4): Atípica 

P(1): ND 

P(2): Ovotestis bilateral 

P(3): ND 

P(4): Ovotestis/ ovário 

Knarston et al.86 

WT1 

p.Arg485Glyfs*14 Testicular P(1): Atípica P(1): Testículos bilaterais Gomes et al.89 

p. Arg495Gly 

 

p.Pro481Leufs*15 

 

p.Arg495Gln 

 

p.Arg495Gln 

p.Arg495Gln 

p.Ser478Thrfs*17 

p.Lys491Glu 

Testicular 

 

Testicular 

 

Testicular 

 

Ovotesticular 

Ovotesticular 

Ovotesticular 

Testicular 

P(1): Atípica 

 

P(2): Atípica 

 

P(3): Atípica 

 

P(4): Atípica 

P(5): Atípica 

P(6): Atípica 

P(7): Masculina 

P(1): Testículos disgenéticos bilaterais 

 

P(2): Testículos disgenéticos bilaterais 

 

P(3): Testículos disgenéticos bilaterais 

 

P(4): Ovotestis bilateral 

P(5): Ovotestis bilateral 

P(6): ND 

P(7): Testículos bilaterais 

Eozenou et al.90 

c.1437 A>G Testicular/Ovotesticular P(1): Atípica ND Sirokha et al.91 

p.Arg495Gln Testicular P(1): Atípica P(1): Testículos bilaterais Kirino et al.92 

ND- Não descrito; P- Paciente; F, Família. 



INTRODUÇÃO - 31 

1.5 DIAGNÓSTICO DOS DISTÚRBIOS/DIFERENÇAS DO DESENVOLVIMENTO DO 

SEXO TESTICULAR E OVOTESTICULAR  

O diagnóstico dos distúrbios/diferenças do desenvolvimento do sexo é complexo e 

laborioso; envolve a combinação de achados fenotípicos, dosagens hormonais, estudos de 

imagem, achados histológicos, citogenética clássica e tecnologias de análise molecular.  

Tradicionalmente, o diagnóstico e classificação dos DDSs são baseados na análise 

cromossômica. A realização da cariotipagem convencional é o exame inicial e de referência na 

identificação dos cromossomos sexuais na maioria dos centros e permite a classificação do DDS 

de acordo com o consenso de 200617,93,94. A utilização da cariotipagem com bandamento G 

permite a identificação de anormalidades estruturais como grandes deleções, inserções, 

translocações e outras formas complexas de rearranjos genômicos observadas especialmente 

em pacientes DDS com quadros sindrômicos94,95.  

Para o estudo de alterações submicroscópicas não identificáveis no cariótipo 

convencional foram desenvolvidas técnicas de citogenética molecular, como a FISH 

(Fluorescent In Situ Hybridization) e a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification). A técnica de FISH baseia-se no uso de sequências de DNA ligadas a 

fluorocromos que, por sua vez, se ligam a sequências do DNA que lhe são complementares96. 

A pesquisa do gene SRY por técnica de FISH em pacientes com DDS 46,XX T/OT é uma 

ferramenta diagnóstica importante e utilizada na prática clínica44,97. A técnica de MLPA baseia-

se na hibridação simultânea e amplificação por reação em cadeia de polimerase (PCR) de várias 

sondas diferentes em uma única reação, tornando-se uma alternativa mais rápida e econômica 

de estudo para a detecção de deleções e/ou duplicações98. Kits comerciais desenvolvidos para 

o estudo de genes envolvidos em anormalidades do desenvolvimento sexual (NR5A1, SRY, 

WNT4, DMRT1, SRD5A2, HSD3B2, entre outros) estão disponíveis, o que possibilita a 

avaliação de pacientes com DDS por esta técnica99. No entanto, ambos os métodos (FISH e 

MLPA) investigam um número limitado e determinado de regiões do genoma, de forma que é 

necessária uma suspeita clínica para direcionar a pesquisa de uma região específica. Nos casos 

em que o fenótipo clínico ou hormonal não sugere um gene ou região cromossômica acometida, 

essas técnicas se tornam pouco eficientes. 

As técnicas de arrays, seja array-CGH (Comparative Genomic Hybridization)  ou SNP-

array (Single Nucleotide Polymorphism), também conhecidas como “cariotipagem molecular”, 

têm sido aplicadas na pesquisa de alterações submicroscópicas no genoma de pacientes com 

DDS100. Essas técnicas permitem a rápida pesquisa de microduplicações ou microdeleções, o 
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que possibilita a identificação de variação no número de cópias genômicas (CNV, copy number 

variation). Um número de genes chaves nas vias de desenvolvimento gonadal apresentam 

efeitos dose-dependente. Duplicações do SOX3 são causas reconhecidas de 46,XX DSD 

OT/T48,63,64,71. Em adição, vários casos de DDS 46,XX OT/T foram associados a CNVs na 

região regulatória do SOX947,48,51. Contudo, esta técnica não é adequada para identificar 

rearranjos cromossômicos balanceados, como translocações ou inversões, sem perda ou ganho 

de material genético101 . 

O sequenciamento convencional por Sanger também é útil na pesquisa diagnóstica do 

DDS, especialmente se os achados clínicos e os testes bioquímicos sugerem um defeito específico 

e um gene candidato para o estudo. No entanto, quando a causa potencial do DDS não é evidente, 

o diagnóstico molecular específico será obtido em cerca de 20% dos casos, tornando o diagnóstico 

por sequenciamento por Sanger demorado, dispendioso e pouco efetivo102. 

 Recentemente, as técnicas de sequenciamento paralelo em larga escala (SPLE) 

emergiram como uma ferramenta importante para a identificação da etiologia molecular. O 

SPLE é essencialmente um método de identificação de variantes do DNA, com a capacidade 

de detectar tanto substituições de pares de bases quanto pequenas inserções e deleções 

envolvendo poucas bases nucleotídicas pela análise de milhares de nucleotídeos 

simultaneamente, gerando mais dados em menor tempo102,103. 

As três metodologias mais comuns de SPLE são: painel de genes, sequenciamento 

exômico e sequenciamento genômico. Estudos que utilizaram painéis de genes demonstraram 

resultados promissores na obtenção do diagnóstico em indivíduos com DDS 46,XY103-105. No 

entanto, esses resultados positivos não foram reproduzidos nas coortes de pacientes com DDS 

46,XX por anormalidades do desenvolvimento gonadal SRY-negativo estudados por painel de 

genes106-108. 

Os métodos de sequenciamento exômico e genômico, que permitem avaliar todo o 

exoma ou todo o genoma, respectivamente, proporcionam uma varredura genética mais extensa. 

Estas tecnologias aumentam a eficiência do diagnóstico de doenças, cuja etiologia genética já 

é conhecida e, também, possibilitam a identificação de novos genes candidatos à gênese dos 

DDSs. 

Nos pacientes portadores de DDS 46,XX por anormalidades do desenvolvimento 

gonadal, o acurado diagnóstico é fundamental para prover o correto aconselhamento genético, 

além de permitir o manejo clínico eficiente a longo prazo. Entretanto, as causas genéticas dos 

DDS 46, XX T/OT SRY-negativo não são completamente compreendidas e, para muitos 

pacientes com estas condições, o diagnóstico molecular não é obtido. 
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A despeito das reduzidas taxas de sucesso no diagnóstico molecular de indivíduos DDS 

46,XX por anormalidades do desenvolvimento gonadal SRY-negativo com as técnicas 

atualmente disponíveis, os trabalhos que utilizaram o sequenciamento exômico como 

metodologia de estudo, possibilitaram identificar variantes patogênicas nos genes NR5A1 e 

WT1, até então não considerados causadores de DDS 46,XX T/OT52,81,85,89-91,109. 

Adicionalmente, em uma coorte de 69 pacientes com virilização da genitália, Bashamboo et 

al.110 utilizando a metodologia de SPLE identificaram variantes alélicas do tipo frameshift, em 

heterozigose no receptor nuclear NR2F2 (Nuclear Receptor subfamily 2, group F, member 2) 

em um subgrupo de portadores de DSD 46,XX T/OT com cardiopatia e/ou outras anomalias 

congênitas. Este gene não havia sido reconhecido como participante das vias de formação das 

gônadas até o citado estudo. 

Deste modo, o sequenciamento exômico tem se mostrado uma ferramenta muito útil na 

descoberta de novos genes associados aos DDS, permitindo um melhor entendimento das vias 

relacionadas à formação gonadal. 

1.6 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

A despeito dos avanços das tecnologias disponíveis para realização de uma investigação 

diagnóstica acurada, a etiologia genética dos pacientes portadores de DDS 46,XX 

testicular/ovotesticular, SRY-negativo é esclarecida em uma minoria dos pacientes.  

Estabelecer um diagnóstico preciso e precoce em pacientes portadores de DDS é 

importante, pois permite a realização de um tratamento individualizado, de forma a oferecer 

para o indivíduo afetado e sua família informações seguras quanto a trajetória clínica, a 

qualidade de vida, expectativa de fertilidade, e ao risco de tumorigênese; além de prover um 

aconselhamento genético familiar adequado. Todas essas informações são muito relevantes 

para os pais durante o processo de escolha do sexo de registro de recém-nascidos com atipia 

genital, o que reforça a necessidade da busca de métodos de investigação que promovam maior 

efetividade e rapidez no diagnóstico genético dos DDS e em particular nos DDS 46,XX 

testicular/ovotesticular, SRY negativo.  

A identificação de novos genes candidatos pode contribuir para o avanço no 

entendimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento gonadal humano, bem como 

nas peculiaridades das interações gênicas determinantes das vias gonadais masculinas e 

femininas. 

 



 

2 OBJETIVOS 
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2.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

Estabelecer o diagnóstico genético de uma coorte de pacientes portadores de DDS 

46,XX T/OT SRY negativo.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

Avaliar o papel do sequenciamento exômico no diagnóstico de pacientes de 46,XX DDS 

testicular/ovotesticular  SRY negativo. 

Identificar novos genes candidatos à etiologia dos DDS 46,XX T/OT. 

 

 

 



 

3 MÉTODOS 

 



MÉTODOS - 37 

 

3.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

O presente estudo foi conduzido de acordo com os princípios éticos contidos na 

declaração de Helsinki e pelas orientações descritas pela Resolução 466/12 do Conselho 

Nacional de Saúde. O protocolo do estudo (CAAE: 17787719.1.0000.0068) foi aprovado pela 

Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, de acordo com o parecer 3.555.845. 

O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os pacientes/seus 

responsáveis legais e dos familiares incluídos para estudo de segregação das variantes 

encontradas (Anexo A). A confidencialidade dos resultados obtidos é garantida a todos os 

pacientes.  

3.2 PACIENTES  

Pacientes com diagnóstico de DDS 46,XX T/OT sem etiologia molecular conhecida 

acompanhados no ambulatório de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP) foram 

convidados a participar desta pesquisa. Dois pacientes oriundos de serviços externos (Hospital 

Clinico da Universidad de Chile, Santiago/Chile e Santa Casa de Belo Horizonte, Minas Gerais) 

foram adicionados ao grupo original. 

3.2.1 Critérios de inclusão  

Vinte e quatro pacientes aceitaram participar da pesquisa e todos os pacientes/pais ou 

responsáveis legais assinaram o TCLE. Os pacientes incluídos no estudo eram oriundos de 23 

famílias. Todos os pacientes avaliados, exceto dois irmãos portadores de DDSOT, eram casos 

esporádicos. O diagnóstico histológico de DDS OT foi estabelecido em 22 pacientes, e dois 

pacientes tinham o diagnóstico presumido de DDS T, com atipia genital. Não foram incluídos 

pacientes que apresentavam estigmas clínicos ou outras patologias associadas que pudessem 

classificá-los como portadores de condições sindrômicas.  

Todos os pacientes apresentavam cariótipo 46,XX (mínimo de 30 células analisadas) e 

em nenhum deles o diagnóstico molecular foi estabelecido nos estudos previamente realizados. 

Na análise molecular prévia foi pesquisada e excluída a presença do gene SRY, realizada por 

reação de polimerase em cadeia (PCR), em amostras de DNA extraído de leucócitos de sangue 
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periférico de todos os pacientes. Um subgrupo dos pacientes foi avaliado quanto a presença de 

variação do número de cópias gênicas pelas técnicas de MLPA (Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification)  (kit comercial  Intersex P185) e/ou array-CGH, com utilização de kits 

comerciais para microarranjo genômico 180K, contendo 180.000 sondas distribuídas pelo 

genoma humano (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Estas análises prévias 

excluíram a presença de deleções e/ou duplicações de genes/regiões cromossômicas 

reconhecidamente envolvidas ou candidatas ao processo de desenvolvimento gonadal (Anexo B).  

O DNA dos genitores e outros familiares do propósito, quando disponível, foi incluído 

para análise conjunta no estudo por sequenciamento exômico, totalizando 5 trios (afetado com 

ambos os genitores); 5 índices com a genitora; e uma família com dois irmãos afetados, a 

genitora e o irmão não afetados. Os demais pacientes foram estudados isoladamente.  

3.2.2 Critérios de exclusão 

Pacientes sem diagnóstico histológico de DDS 46,XX OT ou que apresentavam  

cariótipos diferentes de 46,XX foram excluídos do estudo. 

3.3 MÉTODOS 

3.3.1 Extração e armazenamento do DNA genômico 

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

do sangue periférico. O DNA foi extraído e armazenado de acordo com procedimento 

padronizado no Laboratório de Hormônios e Genética Molecular/ LIM 42 da Unidade de 

Endocrinologia do Desenvolvimento, Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, 

com base no método de Miller et al.111. Todas as amostras foram anonimizadas e catalogadas, 

para posterior armazenamento a -20º C no Biobanco do mesmo Laboratório descrito acima até 

a utilização (Anexos C e D).  

3.3.2 Sequenciamento paralelo em larga escala  

O sequenciamento paralelo em larga escala compreende três etapas principais: (1) o 

preparo das bibliotecas, (2) a amplificação clonal e (3) o sequenciamento propriamente, seguido 

por processos de bioinformática, que tratam do armazenamento, manipulação e análise dos 

dados gerados. 
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3.3.2.1 Preparo das bibliotecas  

O preparo das bibliotecas dos exomas foi realizado de acordo com o protocolo 

SureSelectXT Target Enrichment System for Illumina Paired-End Sequencing Library, com 

utilização de kits comerciais SureSelect XT Human All Exon V6 (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, EUA). 

Neste preparo, alíquotas de 200ng de DNA genômico foram fragmentadas por ação 

mecânica, ultrassonicação centrada, no equipamento Covaris (Covaris Inc, Woburn, MA, EUA), 

gerando fragmentos de tamanhos 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. Após, foram adicionados os barcodes (códigos de identificação específicos para o DNA 

de cada participante). Os fragmentos ligados aos adaptadores foram amplificados em uma 

reação em PCR.  

Posteriormente, sondas biotiniladas foram acrescidas as bibliotecas. Estas sondas 

hibridizam ao DNA fragmentado nas regiões de interesse, sendo específicas para as regiões 

exomicas. Uma captura das regiões de interesse através de beads magnéticos acoplados a 

estreptavidina foi realizada. Os fragmentos capturados pela biotina-estreptavidina foram 

purificados, antes de serem amplificados (Figura 2). 
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Figura 2 - Fluxo de preparo das bibliotecas para sequenciamento exômico 

 

3.3.2.2 Amplificação clonal  

Nesta etapa, as bibliotecas, com os seus fragmentos de DNA ligados aos adaptadores, 

foram depositadas em uma lâmina especial denominada flowcell, em cuja superfície estão 

fixados, de forma paralela, dois tipos de oligonucleotídeos. Após a ligação dos adaptadores aos 

oligonucleotídeos complementares presentes na flowcell ocorre a clusterização, quando cada 

fragmento foi multiplicado várias vezes, através de uma reação conhecida como “PCR em 

ponte”. Ao término desta etapa, foram gerados clusters (clones) de moléculas de DNA idênticas 

à molécula original, ligadas à superfície da flowcell. 
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3.3.2.3 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 (sequencing primer). Em seguida, nucleotídeos modificados com 

terminadores marcados com fluoróforos específicos foram adicionados ao meio. Este processo 

é conhecido como sequenciamento por síntese A cada nova incorporação, foram geradas 

imagens da superfície da flowcell captadas por um scanner de fluorescência em cada um dos 

comprimentos de onda, específico para cada fluoróforo. Os clusters presentes na superfície do 

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. As sequências produzidas pela plataforma possuíam de 36 a 100 

pares de bases, podendo ser lidas tanto em configuração single-end (quando apenas a sequência 

sense do DNA é lida) quanto paired-end (quando a sequência antisense do DNA também é 

lida), possibilitando leituras de fragmentos de até 200 pares de bases. Finalmente, as sequências 

lidas foram separadas entre si de acordo com os barcodes, sendo então pareadas as leituras 

sense e antisense, formando sequências contíguas. Estas foram alinhadas para comparação com 

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

e a sequência referência. 

Em síntese, a amplificação clonal gera os clusters através das PCR em ponte. O 

sequenciamento é realizado pela adição de nucleotídeos que emitem sinais luminosos que são 

captados e escaneados, gerando o arquivo *fastq (Figura 3). 

As etapas de amplificação clonal e do sequenciamento propriamente ditas foram 

realizadas em sequenciadores da plataforma Illumina: (1)- Illumina HiSeq 2500 (Illumina Inc, 

San Diego, CA, EUA) do Laboratório de Sequenciamento em Larga Escala (SELA) da Rede 

PREMiUM, localizado na Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo e  (2)- Illumina 

NovaSeq 6000 (Illumina Inc, San Diego, CA, EUA)  do Laboratório Fleury S.A.  Os kits 

utilizados para a realização do sequenciamento foram  HiSeq SBS kit V4 2x 125 ciclos e Rapid 

SBS Kit v2 (2x 100 ciclos) (ambos Illumina, Inc, San Diego, CA, EUA) no SELA e Twist Exome 

2.0 (Twist Bioscience, San Francisco, CA, EUA) no Fleury. 
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Figura 3 - Visão geral das etapas de amplificação clonal e sequenciamento na superfície da 

flowcell. As sequências geradas são alinhadas a uma sequência referência 

 

3.3.3 Análise por Bioinformática  

A análise de bioinformática foi realizada em colaboração com o Dr. Antônio M. Lerário 

(SELA e Michigan University) e com o Dr. Lucas Santos Santana (SELA), a partir dos arquivos 

gerados no processo de sequenciamento anteriormente descrito.  

A volumosa quantidade de dados gerados pelos sequenciadores de nova geração requer 

o emprego de ferramentas de bioinformática sofisticadas, capazes de detectar as poucas 

alterações genômicas de interesse em meio a milhares alterações não relacionadas à condição 

em estudo. Esta análise utiliza diversos programas de informática que trabalham 

sucessivamente. Uma biblioteca de exoma gera tipicamente 50 a 100 milhões de sequências de 

100 a 150 pares de base, armazenadas de forma aleatória em dois arquivos fastq* (formad e 

reverse _ para a configuração paired-end). Além da sequência exata de cada fragmento, os 

arquivos fastq* também armazenam os dados sobre scores de qualidade para cada uma das 

bases de determinada sequência e a unidade de leitura do sequenciador que originou aquele 

fragmento. 

A partir dos dados brutos gerados pelo sequenciador e armazenados nos arquivos fastq*, 

a análise de bioinformática seguiu as etapas descritas:  

1) Checagem da consistência dos arquivos fastq* e cálculo de estatísticas básicas 

como número de sequências produzidas. Nesta etapa, empregou-se o software 

FastQC.  
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2) 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 modo a 

permitir comparação entre o sequenciamento obtido e a 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-baw.sourceforge.net), 

formando o arquivo *.bam.  

3) Nos arquivos *.bam as sequências foram ordenadas de acordo com as ordenadas 

genômicas e as cópias idênticas de determinadas sequências de uma biblioteca 

(duplicatas) foram marcadas para posteriormente serem quantificadas e 

desconsideradas nas próximas análises. Assim, os arquivos *.bam ficaram prontos 

para os diversos tipos de leitura descritos posteriormente.  

4) Para o controle de qualidade dos arquivos *.bam, além da marcação das sequencias 

duplicadas, foi feita uma análise quantitativa de alguns parâmetros para indicar a 

qualidade e quantidade de sequências obtidas em uma biblioteca. Estes parâmetros 

englobam a qualidade global das sequências, taxa de erro, número de sequências 

não mapeadas e cobertura média das regiões alvo do exoma. Esta varredura foi feita 

pelo software Qualimap2 (http://qualimap.conesalab.org). 

5) Pesquisa das variantes alélicas.  Nesta etapa é feita a chamada de variantes, 

realizadas pelo software Freebays (https://www.msi.umn.edu/sw/freebayes), que 

identifica as variantes de um único nucleotídeo (SNVs) e pequenas deleções e 

inserções (indels), gerando um arquivo de texto no formato Variant Call Format 

(*vcf).  A última etapa antes da análise consistiu na anotação das variantes, feita 

pelo software Annovar (https://annovar.openbioinformatics.org), que gerou uma 

planilha com as variantes identificadas bem como com as informações de diversos 

bancos públicos de dados de frequência populacionais, além de algoritmos de 

predição de patogenicidade in silico. 
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3.3.4 Seleção e classificação das variantes de ponto ou indels candidatas 

Diante da quantidade de informações geradas pelo sequenciamento completo do exoma, as 

alterações genéticas de interesse devem ser filtradas em meio a milhares ou centenas de polimorfismos 

existentes e outros achados não relacionados ao fenótipo em estudo. Todas as etapas realizadas estão 

descritas abaixo e representadas esquematicamente no fluxograma a seguir (Figura 4). 

Nesta etapa, foi utilizado um conjunto de ferramentas com objetivo de gerar uma lista 

limitada de variantes potencialmente relacionadas ao fenótipo dos pacientes para que, se 

possível, identificar a variante candidata associada à doença.  

Os seguintes critérios foram utilizados para a priorização das variantes candidatas: 

− Seleção das variantes com frequência inferior a 1% (minor allele frequency, MAF) 

nos principais bancos populacionais internacionais e nacionais: gnomAD  

(www.gnomad.broadinstitute.org), que é um recurso que agrega sequenciamento de 

125.748 exomas de indivíduos não relacionados, com doenças diversas e como 

parte de estudo de genética populacional, além do 1000 Genomes Project 

(http://www.1000genomes.org).  Em nosso meio, o Arquivo Brasileiro Online de 

Mutações _ ABraOM (www.abraom.ib.usp.br) engloba dados obtidos a partir de 

sequenciamento genético de indivíduos da comunidade de São Paulo. 

− Seleção das variantes com frequência alélica menor que 1% em um banco de dados 

próprio do Laboratório de Sequenciamento em Larga Escala – SELA, o qual conta, 

até o momento, com mais de 1800 indivíduos sequenciados por exoma, dentre 

portadores de diversas afecções e seus aparentados. 

− Seleção das variantes localizadas nos éxons e sítios de splicing. 

− Avaliação das variantes em relação ao efeito sobre a proteína. Foram selecionadas as 

variantes alélicas que causam perda de função da proteína (stopgain, stoploss, frameshift). 

− Seleção das variantes com predição de alteração de splicing pelo dbscSNV112 (ADA 

ou RF score > 0,7), incluindo as sinônimas (Anexo E). 

− Avaliação das variantes não sinônimas quanto a predição de patogenicidade pelos 

algoritmos de predição in silico: SIFT113, PolyPhen2114, Mutation Taster115, 

Mutation Acessor , FATHMM116, CADD (phred) para mutações do tipo 

missense117, além do escore de conservação do aminoácido envolvido 

(GERP++)118. No Anexo E estão descritos os critérios utilizados nestes algoritmos 

em conjunto com a classificação determinada por cada um deles.  

http://www.gnomad.broadinstitute.org/
http://www.1000genomes.org/
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− Frente ao elevado número de variantes candidatas encontradas em genes com 

função não totalmente conhecida, duas ferramentas de inteligência artificial para 

priorização dos genes candidatos foram utilizadas. A primeira, Varelect 

(https://varelect.genecards.org) correlaciona os genes com as doenças ou fenótipos 

escolhidos119. Nesta ferramenta, fornece-se os genes selecionados e a apresentação 

clínica em foco. Após a análise, gera-se uma lista de genes, direta ou indiretamente, 

relacionados ao fenótipo, cada um com uma pontuação em ordem decrescente, 

sendo que, quanto mais alta esta pontuação, maior probabilidade de correlação com 

o fenótipo em questão. A segunda, DOMINO (www.fbm.unil.ch/domino), avalia a 

probabilidade de um determinado gene apresentar efeito dominante para a geração 

do fenótipo em estudo, com base em propriedades inerentes ao gene em estudo120. 

Após estas análises, cada variante em questão foi revista, já que as ferramentas 

descritas acima avaliam o gene em si e sua associação com o fenótipo, não a 

patogenicidade da variante alélica. 

− A expressão tecidual de cada gene foi verificada no Human Protein Atlas121 e em 

publicação específica sobre expressão gênica nas gônadas e nas suprarrenais 

durante o desenvolvimento embrionário-fetal122. 

− As características e função cada gene foram verificadas no GeneCards 

(www.genecards.org); além da pesquisa em publicações relacionadas no Pubmed 

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

− As informações disponíveis sobre as interações proteína-proteína foram obtidas a partir 

do banco de dados STRING v11.5123. A rede de conectividade entre as proteínas deve 

ser considerada para uma compreensão completa dos fenômenos biológicos.  

− Os genes de interesse foram avaliados quanto a existência de modelos animais não 

humanos (OMG – organismo geneticamente modificados) com comprometimento 

de seu ortólogo correlato. Dados a respeito de modelos OGM foram adquiridos do 

Mouse Genome Informatics Database (MGI) (http://www.informatics.jax.org), um 

repositório de camundongos geneticamente modificados124 e International Mouse 

Phenotyping Consortium (IMPC), um consórcio internacional cujo objetivo é 

caracterizar e entender a função de cada genes no genoma do camundongo. Em 

adição, foi realizada a pesquisa de descrições de outros modelos animais com 

fenótipos similares às alterações gonadais em estudo, com o objetivo de encontrar 

informações relevantes e correlatas com os genes selecionados. 
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Após a escolha das variantes, foi realizada a busca de descrições prévias de sua 

ocorrência no Ensembl (www.ensembl.org), Human Gene Mutation Database (HGMD) 

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index/php) e ClinVar (www.ncbi.nih.gov/clinvar).  

As variantes selecionadas foram visualmente confirmadas no programa Integrative 

Genomics Viewer (IGV) (https://software.broadinstitute.org/software/igv), que possibilita a 

conferência do sequenciamento a partir do arquivo *.bam. Este software permite avaliar a 

adequada cobertura do sequenciamento, bem como identificar as variantes “chamadas” 

incorretamente por erros de alinhamento das sequências.  

Finalmente, as variantes de ponto ou pequenas deleções, selecionadas como 

potencialmente causadoras do fenótipo, foram confirmadas nos índices e familiares pelo 

sequenciamento automático pelo método de Sanger125. 
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Figura 4 - Algoritmo para a priorização das variantes alélicas candidatas  
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3.3.5 Sequenciamento confirmatório pelo método de Sanger  

Neste sequenciamento, oligonucleotídeos iniciadores específicos foram desenhados 

segundo o programa PRIMER3 (https://primer3.ut.ee) e sintetizados 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  com o kit  

ExoSAP-ITTM PCR Product Cleanup Reagent (Applied Byosystems, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, EUA). 

O sequenciamento foi realizado com o kit ABI PrismTM Big Dye Terminator Cycle 

Ssequencing Ready Reaction Kit 3.1 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, EUA) e os produtos gerados foram submetidos a eletroforese capilar no 

sequenciador automático ABI Prism 3130xl Genetic Analyser (Applied Biosystems, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). A leitura do eletroferograma foi feita através 

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

paralelo a sequência de referência do gene.  

3.3.6 Classificação das variantes alélicas candidatas 

A classificação das variantes candidatas foi realizada com base nas diretrizes do 

American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), publicadas em 2015126. A 

diretriz é constituída por um conjunto de critérios oriundos de quatro campos principais de 

avaliação: dados populacionais, dados computacionais e preditivos, dados funcionais e análise 

de cossegregação. Para cada variante, em cada um destes campos, é atribuído um critério com 

um código e um peso pré-estabelecido. O conjunto de códigos conferidos a uma variante é, 

então, utilizado para classificá-la quanto a evidência de patogenicidade em um espectro 

qualitativo com cinco grupos: (1) patogênicas, (2) provavelmente patogênicas, (3) 

provavelmente benignas, (4) benignas e (5) as de significado incerto/indeterminado (variant of 

uncertain/unknown significance_ VUS). A descrição detalhada destes critérios bem como as 

normas para combinação dos mesmos e classificação das variantes constam nos Anexos F e G. 

 

 



 

4 RESULTADOS 
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4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS PACIENTES SELECIONADOS PARA O ESTUDO  

A coorte selecionada para o estudo do exoma, foi composta por 22 pacientes com 

diagnóstico de DDS 46,XX OT, com confirmação histopatológica em tecido gonadal e dois 

paciente com provável diagnóstico de DDS 46,XX T com atipia genital (P6 e P18). As gônadas 

destes pacientes não foram abordadas para estudo histológico, entretanto ambas estavam 

localizadas na bolsa testicular, com aspecto ultrassonográfico de testículos. A produção de 

testosterona foi demonstrada nos dois pacientes, seja em amostra randômica no P6 quanto após 

o estímulo com gonadotrofina coriônica humana (hCG) no P18. Ademais os pacientes não 

apresentam sinais de clínicos da ação estrogênica ou elevação dos níveis de estradiol sérico. 

Esses achados nos levaram a classificá-los como DDS 46,XX T embora não tenhamos a 

confirmação histológica. 

Todos apresentavam pesquisa negativa para o gene SRY e nenhum outro diagnóstico 

molecular foi estabelecido nas pesquisas previamente realizadas (Anexo B). Todos os casos 

eram esporádicos, exceto em uma família, a qual dois irmãos (P7a e P7b) apresentavam 

diagnóstico de DDS 46,XX OT. Em nenhuma das famílias foi relatada a presença de 

consanguinidade. Nenhum dos pacientes foram considerados sindrômicos.  

As características clínicas, o grau de virilização da genitália externa, baseado nos 

critérios de Prader127 (Anexo H), os achados da genitália interna, a histologia das gônadas e 

evolução puberal estão descritos no Quadro 5.  
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Quadro 5 - Características clínicas e gonadais dos pacientes 46, XX DSD ovotesticular/testicular 

ID 

Idade na 

avaliação 

inicial 

(anos) 

Apresentação 

da genitália 

externa 

Classificação 

de Prader 

Genitália 

Interna 

Gônada direita Gônada esquerda 

Puberdade 
Sexo 

social Localização Histologia Localização Histologia 

P 1 15 Atipia genital 4 

Ausência de 

derivados 

Mullerianos. RM: 

Vesículas seminais 

Canal inguinal Testículo Abdominal Ovotestis 

Espontânea. Porção 

ovariana do OT -E 

ressecado 

M 

P 2 10 Atipia genital 4 
Útero e canal 

vaginal 
Abdominal Ovotestis Canal inguinal Ovotestis 

Induzida. Gonadectomia 

bilateral aos 12 anos 
M 

P 3 1 Atipia genital 3 ND Abdominal Ovotestis Abdominal Ovotestis 
Induzida. Reposição 

androgênica 
M 

P 4 1 Atipia genital 2 
Útero, trompas e 

canal vaginal 
Abdominal Ovotestis Abdominal Ovotestis 

Espontânea com ciclos 

menstruais presentes. 

Porção testicular OT 

ressecada bilateralmente 

F 

P 5 15 Atipia genital 4 

Hemiútero a direita 

com trompa. 

Epidídimo a direita 

Abdominal 

Ovotestis (com 

gonadoblastom

a focal) 

Escroto Testículo 

Espontânea com 

desenvolvimento 

masculino.  Ginecomastia 

M 

P 6# 18 Atipia genital 4 Ausentes Escroto 

ND 

(imagem 

compatível com 

testículo ao US) 

Escroto 

ND 

(imagem 

compatível do 

testículo ao US) 

Espontânea M 

P 7a* 6 
Feminina com 

clitoromegalia 
1 

Útero, trompas e 

canal vaginal 
Abdominal Ovotestis Abdominal Ovotestis 

Espontânea com ciclos 

menstruais presentes. 

Porção testicular OT 

ressecada bilateralmente 

F 

P 7b* 4 Atipia genital 4 Ausentes Escroto Ovotestis Canal inguinal Ovotestis 

Iniciada espontaneamente 

aos 13 anos. Ressecção 

tecido feminino 

bilateralmente 

Ginecomastia 

M 

P 8 9 Atipia genital 4 ND ND Testículo ND Ovário 
Gonadectomia Esquerda. 

Reposição androgênica 
F → M 

continua 
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continuação 

ID 

Idade na 

avaliação 

inicial 

(anos) 

Apresentação 

da genitália 

externa 

Classificação 

de Prader 

Genitália 

Interna 

Gônada direita Gônada esquerda 

Puberdade 
Sexo 

social Localização Histologia Localização Histologia 

P 9 14 

Clitoromegalia, 

com fusão 

posterior e 

pequenos lábios 

hipoplásicos 

2 
Útero, trompas e 

canal vaginal 
Abdominal Ovotestis Abdominal Ovotestis 

Induzida com reposição 

estrogênica aos 19 anos. 

Ressecção da porção 

testicular bilateralmente 

F 

P 10 1 Atipia genital 4 Útero, trompas Inguinal Ovotestis Abdominal Ovotestis 
Gonadectomia Bilateral. 

Reposição de testosterona 
M 

P 11 21 Atipia genital 4 
Útero rudimentar, 

trompas e vagina 
Canal Inguinal Ovotestis Abdominal Ovário 

Espontânea. 

Ginecomastia e  

hematúria cíclica.  

Ressecção do tecido 

feminino bilateralmente 

M 

P 12 ND Atipia genital 5 
Útero rudimentar. 

Vagina 
Canal Inguinal Ovotestis Canal Inguinal Ovotestis 

Espontânea. 

Ginecomastia e  

hematúria cíclica.  

Ressecção da porção 

ovariana bilateralmente 

M 

P 13 1 Atipia genital 2 

Epidídimo à direita 

e trompa uterina à 

esquerda 

Abdominal Ovotestis Abdominal Ovotestis 
Gonadectomia Bilateral. 

Reposição androgênica 
M 

P 14  Atipia genital 3 ND Canal Inguinal Ovotestis Abdominal Ovotestis 
Gonadectomia Bilateral. 

Reposição androgênica 
 

P 15 1 Atipia genital 3 ND Abdominal Ovotestis Escroto Testículo 

Início espontâneo. 

Ressecção de gônada D. 

Reposição de testosterona 

no seguimento 

M 

P 16 1 Atipia genital 3 Útero, trompas Canal Inguinal Ovotestis Abdominal Ovário 
Telarca espontânea aos 

13 anos 
M → F 

continua 
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conclusão 

ID 

Idade na 

avaliação 

inicial 

(anos) 

Apresentação 

da genitália 

externa 

Classificação 

de Prader 

Genitália 

Interna 

Gônada direita Gônada esquerda 

Puberdade 
Sexo 

social Localização Histologia Localização Histologia 

P 17 14 

Micropênis, 

hipospadia 

peniana e 

criptorquidia a 

direita 

5 

Útero, tuba uterina e 

terço superior da 

vagina. Epidídimo a 

esquerda 

Abdominal Ovotestis Escroto Ovotestis 

Espontânea. 

Ginecomastia e hematúria 

cíclica.  Ressecção das 

gônadas bilateralmente 

M 

P 18# 1 Atipia genital 5 
Ultrassonografia: 

ausentes 
Escroto 

ND 

(imagem 

compatível com 

testículo ao US) 

Escroto 

ND 

(imagem 

compatível com 

testículo ao US) 

Aos 9 anos sem sinais 

puberais 
M 

P 19 1 Atipia genital 4 
Útero, trompas e 

canal vaginal 
Abdominal Ovário Canal Inguinal Ovotestis 

Espontânea. Telarca aos 

11 anos. Menarca aos 13 

anos 

F 

P 20 1 Atipia genital 4 ND Abdominal Ovotestis Canal Inguinal Ovotestis 
Gonadectomia Bilateral. 

Reposição de testosterona 
M 

P 21 1 Atipia genital 3 
Ultrassonografia: 

Útero 
Abdominal Ovotestis Abdominal Testicular 

Criança com 3 anos de 

idade 
F 

P 22 3 Atipia genital 4 
Útero rudimentar, 

trompa E 
Escroto Testículo Canal inguinal Ovotestis ND M 

P 23 8 Atipia genital 4 

Derivados 

Mullerianos 

ausentes 

Canal Inguinal Ovotestis Canal Inguinal Ovotestis 
Induzida. Reposição 

androgênica 
M 

P, paciente; ID, identificação; ND, não descrito; RM, ressonância magnética; US, ultrassonografia; OT-E, ovotestis à esquerda; D, direita; E, esquerda; M, masculino; F, feminino; #, 

pacientes com provável diagnóstico de DDS 46,XX T;  *, irmãos portadores de DDS 46,XX OT;  →, mudança de sexo social. 
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4.2 AVALIÇÃO DO SEQUENCIAMENTO EXÔMICO  

Em relação às métricas de qualidade dos exomas realizados, a cobertura média variou 

de 21 a 281 leituras e a mediana de todas as amostras foi de 115,69. Cerca de 98,05% das 

regiões alvo foram cobertas mais de 10 vezes e cerca de 96,53% foram cobertas mais de 20 

vezes, como descrito na Tabela 1.  

Tabela 1 - Dados da cobertura do sequenciamento paralelo em larga escala 

ID Cobertura média (número de reads) Cobertura ≥ 10x (%) Cobertura ≥ 20x (%) 

P1 134,76 98,65 97,86 

P2 93,04 98,39 96,77 

P3 58,69 97,46 92,63 

P4 510 99,28 99,08 

P5 43,05 96,14 85,19 

P6 64,83 97,83 94,02 

P7a 79,02 98,14 95,64 

P7b 70,65 97,91 94,40 

P8 70,52 97,88 94,27 

P9 92,10 97,68 97,42 

P10 115,82 97,68 97,48 

P11 104,6 97,70 97,45 

P12 115,57 97,72 97,5 

P13 124,04 97,70 97,53 

P14 115,82 97,68 97,48 

P15 114,98 97,68 97,47 

P16 96,69 97,66 97,42 

P17 126,67 97,72 97,44 

P18 281,73 98,89 98,38 

P19 248,49 99,11 98,50 

P20 261,89 98,88 98,41 

P21 250,5 98,89 98,43 

P22 270,04 98,96 98,55 

P23 131,73 97,73 97,52 

ID, identificação; P, paciente. 

4.3 PRIORIZAÇÃO DAS VARIANTES ALÉLICAS  

Cada indivíduo da coorte investigada, pacientes e familiares, apresentou em média 

160.278 variantes alélicas, distribuídas entre regiões codificadoras e limites exon-intron do 

genoma, além de regiões 5” e 3’ UTR, downstream, upstream dos genes sequenciados. 

Como a hereditariedade para o 46,XX DSD OT/T não está completamente estabelecida, 

as filtragens das variantes alélicas foram realizadas para vários modelos de herança genética 

(autossômica dominante, autossômico recessivo e ligada ao X). As avaliações para variante de 

novo e heterozigose composta foram efetuadas, de acordo com a disponibilidade de material 

genético dos genitores. 
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Em 29,1% (7/24) dos pacientes investigados foi possível identificar um gene candidato 

à associação fenotípica causal, sendo 31,8% (7/22) dentre àqueles com diagnóstico de DDS 

46,XX OT. Nenhum gene foi considerado candidato nos dois pacientes com provável DDS 

46,XX T. 

As características de todas as variantes alélicas candidatas (presença e frequência em 

bancos de dados populacionais, predição de patogenicidade, escore de conservação de 

nucleotídeo) assim como a classificação pelos critérios do ACMG estão apresentadas no 

Quadro 6. 
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Quadro 6 - Variantes alélicas identificadas por exoma nos pacientes DDS, 46XX T/OT 
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1 
CLASP1 

(NM_015282) 
c.C3475T p.Arg1159Cys HTZ 0,00001 B I 23,7 5,55 VUS PM2, PP2, BP4 

2 
FLNB 

(NM_001457) 
c.C2822A p.Pro941Gln HTZ 0 D D 32 7,56 

Provavelmente 

patogênica 
PS2, PM2, PP3 

4 
PRKACG 

(NM_002732) 
c.A971G p.Asp324Gly HTZ 0,00007 PD D 23,7 1,18 VUS PM2, PP3 

7⧫ 
IMMP2L 

(NM_032549) 
c.397del T p.Ser133Leufs*7 HTZ 0     VUS PM2, PM4, 

9 
SOX8 

(NM_014587) 
c.G152T p.Gly51Val HTZ 0 B T 16,53 3,06 VUS PM2,PP3 

20 
SOX10 

(NM_006941) 
c.C1329A p.Ser443Arg HTZ 0,000004 B D 14,92 4,09 

Provavelmente 

patogênica 
PSV2, PM2, PP2 

HTZ, heterozigoto; B, benigno; I, incerto; PD, provável deletéria; D, deletéria; T, tolerável; VUS, variante de significado indeterminado. ⧫ variante 

encontrada nos dois irmãos afetados. 
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4.3.1 Paciente 1  

Para o sequenciamento exômico foram selecionados, o indivíduo afetado (P1) e a sua 

genitora.  

A filtragem inicial foi feita para o modelo de herança autossômico dominante. Com base 

nesta filtragem foram encontradas 89 variantes raras, em regiões codificadoras ou de splicing, 

presentes no paciente e ausentes na sua mãe. Destas variantes, nenhuma em gene 

reconhecidamente causador de DDS. No processo de priorização alélica, uma possível variante 

candidata à associação fenotípica, foi identificada no gene CLASP1 (Citoplasmic Linked-

Associated Protein 1). 

O gene CLASP1 está localizado no cromossomo 2, na região q14.3 e possui 40 éxons. 

O CLASP1 é amplamente expresso em diferentes tecidos, inclusive nos testículos e ovários e é 

particularmente importante durante o desenvolvimento embrionário. Codifica uma proteína 

citoplasmática integrante da família CLASP, envolvida na dinâmica e organização dos 

microtúbulos. O CLASP1 interage com os microtúbulos, sendo importante para sua estabilidade 

e funcionamento adequado. Ele desempenha um papel em diversos processos celulares, 

incluindo mitose e sinalização celular128.  

É importante destacar que o gene CLASP1 apresenta características inatas para gerar 

mudanças com efeito dominante no fenótipo, com base na análise feita pela ferramenta 

DOMINO. Trata-se um gene com pouca tolerância para variantes missense benignas, com Z-

score de 3,61 (Z-score > 3.09), como demonstrado no gnomAD. 

A variante c.C3475T (p.Arg1159Cys), do tipo missense, em heterozigose, é raríssima em 

banco de dados públicos e descrita em somente três indivíduos cujo cariótipo foi 46,XY, de acordo 

com o gnomAD (frequência 1,1x10-6). Ela foi predita como causadora de doença pelo 

MutationTaster e incerta pelo SIFT e pelo FATHMM, com um GERP de 5,55. Essa variante alélica 

identificada no gene CLASP1 foi classificada pelos critérios do ACMG como VUS. (Quadro 6) 

O comprometimento da função do CLASP1 não foi associado, até o momento, à 

nenhuma condição humana monogênica. O OGM (camundongo) com comprometimento do 

gene ortólogo apresentou alterações endócrinas e reprodutivas, com destaque para a presença 

de morfologia testicular alterada nos estados de heterozigose, segundo informações disponíveis 

no MGI Mouse Gene e IMPC. 

Nos modelos de filtragem para herança autossômica recessiva ou ligada ao X, nenhuma 

variante de interesse foi encontrada no P1. 
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4.3.2 Paciente 2 

Foram selecionados para o sequenciamento exômico, o indivíduo afetado (P2) e seus 

genitores. A filtragem inicial foi feita para o modelo de herança autossômico dominante. Foram 

encontradas 82 variantes raras, em regiões codificadores ou de splicing, ausentes em ambos os 

genitores. Destas variantes, nenhuma em gene reconhecidamente causador de DDS. 

A variante c.C2822A (p.Pro941Gln), encontrada no éxon 19 do gene FLNB (Filamin 

B), em heterozigose, foi estudada com mais detalhes.  

O gene FLNB está localizado no cromossomo 3, região p14.3 e contêm 46 éxons. As 

filaminas, como o FLNB, são proteínas do citoesqueleto que induzem a polimerização da actina 

e interage com moléculas de sinalização da transdução. Este gene está implicado em quatro 

anomalias esqueléticas: síndrome espondilocarpotarsal (OMIM #272460), síndrome de Larsen 

(OMIM #150250), atelosteogênese tipo I (OMIM #108720) e atelosteogênese tipo III (OMIM 

#108721). Recentemente, foi descrito como provável etiologia molecular em um paciente com 

displasia esquelética e disgenesia gonadal 46,XY129. Destacamos que o P2 não apresentou 

alterações óssea até o presente estudo. 

 A variante identificada no FLNB é do tipo missense, não herdada de ambos os genitores 

(de novo) e ausente em banco de dados públicos. Altera um nucleotídeo conservado entre as 

espécies (GERP de 5,10) e foi predita ser deletéria por pelo menos três algoritmos de predição 

in silico (SIFT, MutationTaster e Polyphen2).  

Essa variante alélica identificada no FLNB foi classificada pelos critérios do ACMG 

como provavelmente patogênica (Quadro 6).  

Nos modelos de filtragem para herança autossômica recessiva e ligada ao X, nenhuma 

variante de interesse foi encontrada nesta família. 
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4.3.3 Paciente 4  

Foram selecionados para o sequenciamento exômico, o indivíduo afetado (paciente 4) e 

sua genitora. Na filtragem para o modelo de herança autossômico dominante, foram 

encontradas 112 variantes raras, em regiões codificadores ou de splicing, presente no afetado e 

ausentes na genitora. Destas variantes, nenhuma estava presente em gene reconhecidamente 

causador de DDS. 

A variante c.A971G (p.Asp324Gly) encontrada no gene PRKACG (Protein Kinase, 

cAMP- dependente,Catalytic, Gamma), em heterozigose, foi motivo de detalhamento de estudo.  

O PRKACG, localizado no cromossomo 9, na região q21.11, possui apenas um éxon, 

classificado como um gene introless e considerado um retrotransposon derivado da forma alfa 

do PRKAC (PRKACA, Protein Kinase, cAMP- dependente, Catalytic, Alfa). A proteína 

PRKACG apresenta expressão testicular destacada e única, segundo dados do Getex e do 

Human Atlas Protein. Adicionalmente, estudo demonstrou a expressão do PRKACG em células 

germinativas testiculares130. A análise das propriedades gênicas intrínsecas através do algoritmo 

DOMINO evidenciou score compatível para o PRKACG gerar mudanças com efeito dominante 

para o fenótipo.  

O PRKACG foi previamente reportado como um gene potencialmente envolvido nos 

mecanismos etiológicos dos DDS (disgenesia gonadal 46,XY), devido a sua singular  expressão 

tecidual e a reconhecida interação do SOX9 com o PRKACG131, como ilustrado na Figura 5. 

Baseado na homologia entre os nucleotídeos, uma estreita relação evolutiva entre as formas alfa 

e gama do PRKAC pode ser prevista.  
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Figura 5 - Interações entre as proteínas SOX9, PRKACA e PRKACG com base em pesquisa no 

banco de dados STRING (Szklarczyk et al.132). Essas interações são representadas 

como uma rede, onde as arestas representam os tipos de interações e os nós centrais 

são as proteínas. Observa-se interações entre SOX9, CTNNB1 (β-catenina) e as 

proteínas quinase catalíticas subunidades alfa e gama 

 

A variante c.A971G (p.Asp324Gly) é do tipo missense, com frequência populacional 

extremamente baixa (gnomAD: 6,7 x 10-6) e foi predita como deletéria ou provavelmente 

deletéria em pelo menos 3 algoritmos de predição in-silico (MutationTaster, Mutation Assessor 

e Polyphen2). Está localizada no domínio ACG-Kinase C-terminal, como anotado no 

UniProt133. Este domínio é importante para a atividade proteica e está em contato com outros 

domínios envolvidos na transdução de sinal. 

A análise através do algoritmo HOPE mostrou que o resíduo mutado é menor, e mais 

hidrofóbico. Além disso, a mudança de aminoácidos provoca a perda das pontes de hidrogênio, 

prejudicando a conformação estrutural da proteína. A Figura 6 mostra o desenho esquemático 

da estrutura da proteína wild-type e da proteína mutada bem como a apresentação no modelo 

tridimensional. 
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Figura 6 - Em A: estruturas esquemáticas do aminoácido original (esquerda) e do aminoácido 

mutante (direita); B: Visão geral da proteína wild-type e mutante em apresentação de 

fita. A cadeia lateral do resíduo mutado está em destaque rosa e mostrada como 

pequenas esferas; C: Em destaque, a cadeia lateral da proteína wild-type e da proteína 

mutante são mostradas em verde e vermelho, respectivamente. O restante da proteína 

é mostrado em cinza 

 

Fonte: adaptado de HOPE (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope)134. 

A variante alélica identificada no PRKACG foi classificada pelos critérios do ACMG 

como VUS (Quadro 6). 

Nos modelos de filtragem para herança autossômica recessiva e ligada ao X, nenhuma 

variante candidata foi encontrada. 
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4.3.4 Pacientes 7a e 7b  

Para o sequenciamento exômico, foram selecionados os dois indivíduos afetados (os 

irmãos P7a e P7b), a genitora e o irmão não afetados. A filtragem inicial foi feita para o modelo 

de herança autossômico dominante, buscando variantes iguais nos dois afetados e ausentes na 

mãe e no irmão não acometido. Foram encontradas 42 variantes raras, em regiões codificadores 

ou de splicing. Destas variantes, nenhuma era em gene reconhecidamente causador de DDS.  

Uma variante alélica  destacou-se como possivelmente relacionada a condição de DDS 

46,XX por anormalidade do desenvolvimento gonadal.  A variante alélica c.397delT 

(p.Ser133Leufs*7) foi identificada no éxon 5 do gene IMMP2L (Inner Mitochondrial 

Membrane Peptidase, subunit 2).  

O gene IMMP2L está localizado no cromossomo 7, região q31.1 e possui 6 éxons. Está 

expresso em vários órgãos e tecidos, inclusive nos testículos e ovários, segundo dados do Getex 

e do Human Protein Atlas. IMMP2L é uma peptidase localizada na  membrana mitocondrial 

interna, que tem como um dos substratos, o citocromo C1, componente do complexo III da 

cadeia respiratória mitocondrial em um importante sítio gerador de superóxidos desta organela 

celular135. 

O comprometimento da função do gene foi associado ao atraso moderado do 

desenvolvimento global e espectro autista e à Síndrome de Tourette. Os dois irmãos portadores 

da variante alélica no IMMP2L não apresentaram estas manifestações neurológicas até o 

momento. O OGM (camundongo) com comprometimento do gene ortólogo apresentou 

alterações endócrinas e reprodutivas, com destaque para o surgimento de morfologia ovariana 

alterada e prejuízo da foliculogênese, com base em informações disponíveis no MGI Mouse 

Gene. 

A variante alélica, c.397delT (p.Ser133Leufs*7) apresentava-se em heterozigose. Trata-

se de uma variante do tipo frameshift e resulta em uma proteína truncada.  Esta variante não foi 

relatada em bancos de dados populacionais; ademais não há descrição no ClinVar de variantes 

alélicas tipo frameshift no gene IMMP2L. 

Essa variante alélica identificada no IMMP2L foi classificada como VUS pelos critérios 

do ACMG (Quadro 6). 

O estudo de segregação da variante p.Ser133* na família 7 identificou a variante nos 

dois irmãos portadores de DDS 46,XX OT (P7a e P7b) e a mesma estava ausente na mãe e no 

irmão não afetado. O estudo do DNA do pai não estava disponível para estudo (pai falecido) 

(Figuras 7 e 8). 
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Figura 7 - Heredograma da família 7 na qual foi identificada a variante alélica candidata 

c.397delT (p.Ser133Leufs*7) no gene IMMP2L 

 

Os afetados estão representados pelo círculo e quadrado preenchidos. Símbolos: Seta- 

paciente índex; (+/-) variante alélica identificada em heterozigose; (-/-) variante alélica ausente; 

ND- DNA não disponível para estudo 

Figura 8 - Eletroferograma com a variante c397delT (p.Ser133Leufs*7) identificada em 

heterozigose no éxon 5 no gene IMMP2L.  As sequencias dois irmãos (P7a e P7b) 

portadores de DDS 46,XX OT, da mãe e do irmão não afetado 

 

Nos modelos de filtragem para herança autossômica recessiva e ligada ao X, nenhuma 

variante de interesse foi encontrada na Família 7.  
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4.3.5 Paciente 9 

Foi selecionado para o sequenciamento exômico apenas o indivíduo afetado (Paciente 

9). Na filtragem para o modelo de herança autossômico dominante, foram encontradas 167 

variantes raras, em regiões codificadores ou de splicing.  

A variante alélica, c.G152T (p.Gly51Val), identificada  no gene SOX8 (SRY-Box 

Transcription Factor 8) destacou-se como possível candidata associada à condição de DDS OT.  

O SOX8 está localizado no cromossomo 16, na região p13.3 e contém três éxons. A 

análise das propriedades intrínsecas do gene através do uso do algoritmo DOMINO evidenciou 

um score compatível para gerar mudanças com efeito dominante para o fenótipo.  

A variante c.G152T (p.Gly51Val) foi identificada em heterozigose no éxon 1 do SOX8. 

Trata-se de uma variante missense, ausente em bancos de dados públicos nacionais e 

internacionais. Altera um aminoácido conservado entre os mamíferos, que se encontra no 

domínio N-terminal, considerado importante para a atividade biológica da proteína. A análise 

utilizando o algoritmo HOPE mostrou que o resíduo mutado é maior e mais hidrofóbico que o 

resíduo original. Além disso, a flexibilidade secundária a presença do resíduo Gly51 permite a 

angulação necessária para a conformação da proteína; outros aminoácidos podem gerar uma 

conformação incorreta com alteração da estrutura proteica e da sua função (Figura 9)134. 

Figura 9 - Mutação da Glicina para Valina na posição 51. Molécula do aminoácido original 

(esquerda) e do aminoácido mutante (direita). A estrutura principal, que é comum 

aos dois aminoácidos, está em cor vermelha; a cadeia lateral, única para cada 

aminoácido mutado, está em cor preta 

 

Fonte: adaptado de HOPE (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope)134. 

A avaliação em sites de predição in sílico não foi uniforme, entretanto pelo menos três 

(MutationTaster, MetaLR e FATHMM) indicaram efeito deletério ou causador de doença. 

Consta uma descrição no ClinVar da mesma variante aqui identificada, submetida em abril de 

2023, que foi classificada como variante de significado incerto. Nesta descrição foi associada a 

doença genética congênita, sem outras informações fenotípicas adicionais.  
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O OGM (camundongo) com comprometimento do locus ortólogo apresentou alterações 

endócrinas e reprodutivas, com destaque para o surgimento de morfologia alterada das células 

de Sertoli e anormalidades no sistema reprodutivo masculino, nos estados de heterozigose, 

segundo informações disponíveis no MGI Mouse Gene. 

A variante alélica identificada foi classificada pelos critérios do ACMG como VUS 

(Quadro 6). 

Nos modelos de filtragem para herança autossômica recessiva e ligada ao X, nenhuma 

variante candidata foi encontrada. 

4.3.6 Paciente 20  

Foram selecionados para o sequenciamento exômico, o indivíduo afetado (paciente 20) 

e seus genitores. A filtragem inicial foi feita para o modelo de herança autossômico dominante, 

pesquisa de variante de novo. Foram encontradas 60 variantes raras, em regiões codificadores 

ou de splicing.  

Uma variante em heterozigose no SOX10 foi selecionada como provável candidata a 

etiologia do DDS 46,XX OT.  

SOX10, um gene fortemente relacionado ao SOX9 e SOX8, está localizado no 

cromossomo 22q13.1 e contêm quatro éxons. O gene SOX10 possui propriedades intrínsecas 

para provocar mudanças com efeito dominante para o fenótipo, de acordo com o algoritmo 

DOMINO. Evidências sugerem o SOX10 como um candidato à etiologia molecular do DDS 

46,XX T/OT em humanos68. Ademais, estudos com ratos transgênicos, cujo Sox10 estava 

expresso de forma excessiva, apresentaram sexo reverso XX136.  

A variante c.C1329A (p.Ser443Arg), localizada no éxon 4 do gene SOX10, em 

heterozigose, do tipo missense, é raríssima em banco de dados públicos populacionais 

(frequência 4,0 x 10-7 pelo gnomAD). Provoca uma alteração em um aminoácido conservado 

entre as espécies, localizado no domínio de transativação. Pelo modelo HOPE, a proteína 

mutada é maior e mais hidrofóbica que a wild-type (Figura 10). Com relação a predição in silico, 

os algoritmos não demonstram resultados uniformes de patogenicidade, sendo que a maioria 

deles classificaram a variante com efeito funcional incerto. Essa variante alélica identificada no 

SOX10 foi classificada pelos critérios do ACMG como provavelmente patogênica (Quadro 6).  
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Figura 10 - Mutação da Serina para Arginina na posição 443. Molécula do aminoácido original 

(esquerda) e do aminoácido mutante (direita). A estrutura principal, que é comum 

aos dois aminoácidos, está em cor vermelha; a cadeia lateral, única para cada 

aminoácido, está em cor preta 

 

Fonte: adaptado de HOPE (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope)134. 

Nos modelos de filtragem para herança autossômica recessiva e ligada ao X, nenhuma 

variante candidata foi encontrada. 
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Os DDS 46,XX T/OT constituem condições raras e representam de 3 a 10% dos 

diagnósticos entre os pacientes portadores de DDS 46,XX22. O pequeno número de 

indivíduos acometidos e de famílias informativas, com vários membros afetados pela 

doença, são fatores que limitam o conhecimento a respeito da etiologia dessas intrigantes 

anormalidades do desenvolvimento gonadal 

A maioria das publicações disponíveis na literatura consistem em relatos de casos 

ou descrevem o estudo de um pequeno número de pacientes64,82. De forma que, apesar de 

todas as ferramentas disponíveis para a investigação das causas genéticas, os mecanismos 

envolvidos na etiologia deste grupo de DDS continuam, ainda, pouco elucidados. 

O desenvolvimento das técnicas de citogenética molecular como FISH e SNP/CGH-

array contribui para o diagnóstico molecular de um subgrupo de pacientes DDS 46,XX T,  

nos quais a presença do gene SRY paterno transcolado para o cromossomo X ou 

umautossomo estabelece a causa da doença. Achado semelhante é raramente confirmado 

nos pacientes DDS 46,XX OT42. A identificação de regiões cromossômicas e/ou genes 

candidatos na avaliação de pacientes DDS T/OT sindrômicos também contribuiu para o 

avanço diagnóstico. Genes importantes e ativos na formação ovariana, tiveram seu papel 

estabelecido somente após o estudo dos quadros sindrômicos de DDS 46,XX T/OT, 

incluindo o NR2F2/COUPTFII110, associado a defeitos cardíacos e síndrome de 

blefarofimose, ptose, epicanto inverso; o RSPO1, associado a anormalidades na pele 

(hiperqueratose palmoplantar e aumento do risco de carcinoma de células escamosas)75 e 

membro 4 da família Wnt (WNT4), que causa a síndrome SERKAL (disgenesia renal, 

adrenal e pulmonar)78. No entanto, este perfil de pacientes não representa a maioria dos 

acometidos pela condição DDS 46,XX T/OT137. 

O sequenciamento exômico permite identificar variantes alélicas presentes nas 

regiões codificadoras e em sítios de splicing, possibilitando determinar novas causas 

genéticas, além de trazer agilidade para as pesquisas de genes já reconhecidos neste 

processo. Uma significante vantagem do sequenciamento exômico completo é a sua grande 

flexibilidade, se comparado aos painéis genéticos pré-estabelecidos. Em adição, esta 

tecnologia permite o estudo das variantes alélicas quantas vezes forem necessário, com a 

possibilidade de diagnósticos futuros à medida que o conhecimento avança e novos genes 

correlacionados ao fenótipo são confirmados138.  

Como característica inerente da técnica, variações em regiões regulatórias e 

intrônicas não são analisadas pelo sequenciamento exômico completo. Com relação à 

variantes estruturais, como as variações em número de cópias, translocações, inversões e 
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rearranjos complexos, a leitura de pequenos fragmentos de DNA (reads) limita a sua 

identificação. Ademais, variantes localizadas em regiões de baixa complexidade com 

sequências repetidas de nucleotídeos, podem ter o seu mapeamento reduzido139. Todos estes 

aspectos podem limitar a eficácia diagnóstica da metodologia. 

A apresentação dos resultados deste primeiro estudo de uma coorte brasileira de 

pacientes portadores de DDS 46,XX OT/T SRY-negativo, acompanhados em um único 

centro terciário de atendimento especializado em DDS, cuja pesquisa molecular foi 

realizada por técnica de sequenciamento exômico, vem agregar muito à essa escassa 

literatura. Apresentamos a segunda maior coorte descrita na literatura de pacientes DDS 46, 

XXT/OT SRY-negativo não-sindrômicos estudada por esta metodologia90.  

O grupo estudado representa uma coorte bem caracterizada fenotipicamente, com 

informações a respeito da genitália externa e interna, da histologia gonadal e do 

desenvolvimento puberal, à despeito da coleta retrospectiva dos dados clínicos. Entretanto, 

a segregação completa de muitas variantes de interesse ficou comprometida pela ausência 

do DNA dos familiares, pois muitos pacientes já não faziam o seguimento ambulatorial na 

instituição, dificultando o contato e a busca ativa dos aparentados.   

Das seis variantes identificadas em sete pacientes com diagnóstico de DDS 46,XX 

OT, duas  foram categorizadas como provavelmente patogênicas e quatro como de 

significado incerto (VUS). Destas, duas foram identificadas em genes da clássica cascata 

da determinação gonadal, representada na Figura 1, pertencentes a família SOX. As demais 

variantes alélicas candidatas foram identificadas em genes não reconhecidamente atuantes 

na via da determinação gonadal humana, mas previamente correlacionados a outros 

fenótipos gonadais, como disgenesia XY e insuficiência ovariana prematura. 
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5.1 ANÁLISE DAS VARIANTES ALÉLICAS IDENTIFICADAS EM GENES 

CLASSICAMENTE RELACIONADOS AO DESENVOLVIMENTO GONADAL: 

MEMBROS DA FAMÍLIA SOX  

As proteínas Sox, exemplificadas pelo gene de determinação sexual Sry em mamíferos, 

são fatores de transcrição que possuem um domínio de alta mobilidade do grupo (HMG, do 

inglês High-Mobility Group) com capacidade de ligar e dobrar o DNA, permitindo assim a 

transativação de genes-alvo140. Os genes Sox são predominantemente, embora não 

exclusivamente, expressos durante a embriogênese  e em humanos e camundongos formam 

uma família de 20 membros141. Com base nos níveis de diferenças e semelhanças estruturais e, 

na  provável relação evolutiva, a família Sox foi subdividida em 10 subgrupos, de A-J142. O 

grupo SoxE, composto por Sox8, |Sox9 e Sox10, tem sido implicado em diversos distúrbios 

humanos, incluindo DDS, displasia óssea camptomélica143 e doença de Waardenberg-

Hirschsprung tipo IV (megacólon agangliônico)144. 

Coerente com uma origem evolutiva compartilhada, os genes SoxE frequentemente 

apresentam padrões de expressão sobrepostos e são capazes de compensar ou cooperar entre si, 

como demonstrado em OGM145,146. 

5.1.1 Variante identificada no gene SOX8 

Sox8 é expresso em células somáticas nos estágios iniciais do desenvolvimento gonadal 

em mamíferos, em paralelo e em redundância ao Sox9145,147. Após a ativação de Sox9 nas 

gônadas embrionárias de camundongos, Sox8 e Sox10, os outros dois membros do grupo E de 

SOX, são expressos e ambos podem substituir a função do Sox9 na via de masculinização da 

gônada136,146. Aparentemente o Sox8 é dispensável para o desenvolvimento testicular 

embrionário em camundongos, visto que o fenótipo apresentado por animais knockout para o 

Sox8 é de infertilidade masculina progressiva e perda de peso148,149. Porém, diversos estudos 

sugerem que tanto Sox8 quanto Sox9 estão normalmente envolvidos na repressão de Foxl2, e 

desta forma agem na inibição da via ovariana durante o desenvolvimento testicular, reforçando 

a redundância funcional de ambos147. 

Em humanos o SOX8 é coexpresso com o NR5A1 e o SOX9 nas fases iniciais da 

determinação testicular humana, tanto nas células de Sertoli quanto nas de Leydig150. 

Rearranjos cromossômicos englobando o lócus que contêm o SOX8 ou seus elementos 

regulatórios (enhancer elements) foram identificados em pacientes portadores de disgenesia 
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gonadal forma completa e parcial, respectivamente. A variante c.G468 C (p.Glu156Asp) em 

heterozigose localizada no HMG-box do SOX8 foi identificada em uma paciente portadora de 

disgenesia gonadal parcial por Portnoi et al.150. Os estudos funcionais in vitro dessa variante 

revelaram alterações na atividade biológica da proteína SOX8 capazes de interferir no 

desenvolvimento testicular normal150. Ademais, associação entre mutações no SOX8 e casos de 

infertilidade masculina e feminina, foi descrita150.  

Esses dados da literatura reforçam o interesse despertado pela variante c.G152T 

(p.Gly51Val) do SOX8 identificada na análise do sequenciamento exômico de um paciente 

portador de DDS 46,XX OT. A classificação dessa variante de acordo com os critérios do 

ACMG foi de VUS, porém várias das características avaliadas indicam um potencial papel 

deletério dessa variante (Quadro 6). Soma-se a informação de que o resíduo Gly51é altamente 

conservado nos mamíferos e localizado no domínio Sox_N, estruturalmente similar entre outros 

membros do subgrupo SOXE, como o SOX9 e o SOX10. O aminoácido glicina na posição 51 

permite a flexibilidade necessária para a angulação na estrutura da proteína SOX8 e a troca de 

aminoácido para valina ou outro poderia levar a uma conformação incorreta, com alteração da 

estrutura proteica e consequentemente interferência na sua função. Esses dados contribuem para 

a hipótese de que a proteína SOX8 mutada poderia estar associada a uma ativação inapropriada 

de vias testículo-específicas ou, a uma ruptura dos mecanismos de manutenção da via ovariana, 

culminando com o fenótipo de DDS ovotesticular. Dada a semelhança e redundância funcional 

do SOX8 e SOX9 seria possível que a ativação ectópica do SOX8 em gônadas XX pudesse gerar 

sexo reverso em humanos, de forma semelhante aos casos já descritos para o SOX948,50,62. 

Variantes patogênicas missense em outros genes envolvidos na diferenciação gonadal, como o 

NR5A1 e WT1, já foram associadas ao fenótipo de DDS 46,XX T/OT84,85,89,91. 

No entanto, estudos complementares são necessários para definir o real papel dessa 

variante do gene SOX8 no desenvolvimento gonadal. 
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5.1.2 Variante identificada no gene SOX10 

SOX10, um gene estreitamente correlacionado ao SOX9 e SOX8, está localizado no 

cromossomo 22q13.1 em humanos. Inicialmente expresso nas células da crista neural durante o 

período embrionário, desempenha um papel crítico no desenvolvimento das células desta 

linhagem. É também é expresso nas gônadas fetais68. A desregulação do SOX10 resulta em 

anormalidades das células derivadas da crista neural, incluindo células de Schwann, 

oligodendrócitos, melanócitos e células ganglionares entéricas151 como recentemente, tem sido 

associada ao fenótipo DDS46, XXT/OT69. A expressão do Sox10 especificamente nas células de 

Sertoli indica fortemente sua participação no processo de diferenciação testicular136.   

Polanco et al.136 demonstraram in vitro que o Sox10 ativa o intensificador do Sox9 

chamado TESCO (element of testis-specific enhancer). Neste enhancer do Sox9 ligam-se 

diretamente o Sry e o Nr5a1, que sinergicamente regulam positivamente a expressão de Sox9. 

No experimento in vitro observou-se que a ativação do Sox9 secundária à ligação Sox10-

TESCO foi mais robusta quando comparada à ativação gerada pela ligação Sry-TESCO. 

Corroborando com esses achados, os estudos em modelo animal transgênico demonstraram que 

o excesso de expressão do Sox10 causa sexo reverso em camundongos XX136. Um dado 

interessante derivado do estudo foi que o nível de expressão é importante na determinação do 

fenótipo gonadal, em situações envolvendo ganho de função do Sox10. Diferenciação testicular 

completa em todos os camundongos foi observada na linhagem que tinha níveis mais elevados 

de expressão de Sox10, enquanto a linhagem expressando níveis mais baixos do transgene, 

apenas 30% dos camundongos mostraram reversão completa do sexo no período pós-natal. 

Curiosamente, todos os fetos do segundo grupo (níveis mais baixos de expressão) foram 

capazes de iniciar a diferenciação de células de Sertoli (presença de células que expressam Sox9 

em gônadas transgênicas XX) embora nessas gônadas, as células comprometidas com a via 

feminina, identificadas pela expressão de Foxl2, foram encontradas entremeadas com células 

Sox9-positivas. Esse mesmo padrão foi descrito em ovotestis em humanos bem como em 

modelos de desenvolvimento de ovotestis em camundongos152. 

Esses dados sugerem que a determinação do fenótipo gonadal sofre a influência de 

condições envolvendo ganho de função do SOX10. No mesmo sentido, alterações gonadais e 

do sistema reprodutivo foram relatadas em casos de duplicação parcial do cromossomo 22q em 

humanos 46,XX, região cromossômica que contém o SOX10. Raros pacientes com diagnóstico 

de DDS 46,XX T/OT, sindrômicos e não sindrômicos foram descritos na literatura com 

aneuploidias do cromossomo 2268,70,73. 



DISCUSSÃO - 73 

 

Até o momento, nenhuma variante de ponto no SOX10 relacionada a DDS 46,XX T/OT 

foi descrita. A proposta da variante missense c.C1329A (p.Ser443Arg) identificada no éxon 4 

do SOX10, como uma variante candidata à etiologia da condição de DDS 46,XX OT baseou-se 

nos achados e nas características dessa nova variante, que indicam um potencial papel deletério. 

A variante p.Ser443Arg está localizada no domínio de transativação (TAC), um domínio 

comum às proteínas SOXE, de fundamental importância para a sua função. Mutações nonsense 

e framshift no SOX9, que levam a alterações no domínio TAC, comprometem o 

desenvolvimento gonadal e esquelético, como resultado da perda da atividade de transativação 

de genes downstream ao SOX9 nas respectivas células153,154. Para que ocorra a interação SOX9-

β-catenina na célula somática gonadal é necessário o domínio TAC intacto155. 

Desta forma, as variantes identificadas nos genes da família SOX apresentam potencial 

para gerar o fenótipo de DDS 46,XX OT. A complementação dos estudos utilizando ensaios 

funcionais in vitro e/ou in vivo, além da ampliação do número de pacientes pesquisados 

possibilitarão definir a patogenicidade das variantes alélicas aqui descritas. 

5.2 ANÁLISE DAS VARIANTES ALÉLICAS IDENTIFICADAS EM NOVOS GENES 

CANDIDATOS AOS DISTÚRBIOS DO DESENVOLVIMENTO GONADAL 46,XX: 

CLASP1, FLNB, IMMP2L, PRKACG 

Novos genes candidatos são frequentemente identificados nos estudos utilizando as 

novas tecnologias de sequenciamento de larga escala como o exoma, entretanto a confirmação 

da participação efetiva desses novos genes no processo patológico ainda não é tão simples. A 

somatória de relatos semelhantes em coortes de diferentes origens pode reforçar essa associação 

genótipo-fenótipo e contribuir para o avanço no entendimento dos mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento gonadal humano.  

Assim, a seguir os genes identificados nesta coorte e que não são classicamente 

relacionados ao processo de determinação gonadal serão discutidos. Alguns deles foram 

previamente relacionados a outros fenótipos de anormalidades do desenvolvimento gonadal em 

humanos e/ou em modelos animais. 
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5.2.1 Gene CLASP1 

Este gene codifica a proteína CLIP-associating protein 1 envolvida na estabilização dos 

microtúbulos dinâmicos, em sua extremidade mais positiva, necessária para o crescimento ativo 

do microtúbulo, onde a adição de subunidades de tubulina ocorre de forma contínua. A ligação 

da proteína rastreadora CLIP-associating protein 1 à extremidade mais positiva do microtúbulo 

permite que ela interaja com outras proteínas e estruturas celulares, formando complexos 

funcionais156,157. O impacto da substituição do aminoácido arginina por uma cisteina (posição 

1159) na estrutura da proteína CLASP1, embora teoricamente traga modificações estruturais 

significativas e com possíveis danos às interações de pontes S-S, a repercussão na função da 

proteína não pode ser avaliada por tratar-se de uma região cuja estrutura não é previsível. 

Durante o início da embriogênese, o SOX9 é expresso no citoplasma das células 

precursoras pré- Sertoli/pré-granulosa em ambos os sexos.  No momento da diferenciação 

sexual, o SOX9 se move para dentro do núcleo das células pré-Sertoli (masculinas) enquanto 

se mantem no citoplasma de células pré-granulosa (femininas), com consequente redução de 

sua expressão158. A retenção do SOX9 no citoplasma induz ao fenótipo feminino em gônadas 

masculinas demonstrando que SOX9 deve migrar para o núcleo para promover a determinação 

do sexo masculino. Este deslocamento, fundamental para diferenciação testicular, se dá em 

função da interação do SOX9 com componentes do citoesqueleto, os microtúbulos159. Os 

microtúbulos são estruturas extremamente dinâmicas e se organizam sob controle de proteínas 

associadas, como as da família CLASP160. 

Com base nessas evidências hipotetizamos que alterações na ligação SOX9-

microtúbulos, secundárias a modificações na estrutura da proteína CLASP1 poderiam interferir 

na migração do SOX9 do citoplasma para o núcleo celular, e consequentemente no processo 

normal da determinação gonadal. A presença de uma proteína CLASP1 modificada poderia 

favorecer o transporte do SOX9 para o interior do núcleo da célula e desencadear o 

desenvolvimento da célula de Sertoli em um ambiente originalmente ovariano. Nesta hipótese, 

a ativação exacerbada da CLASP1 poderia estar associada ao fenótipo de DDS 46,XX T/OT. 

Reforçando o provável papel deste gene na função reprodutiva humana, Jaillard et al.161 

identificaram, em um grupo de mulheres com insuficiência ovariana prematura avaliadas por 

array-CGH, uma CNV (duplicação) de 741 kb em 2q14 envolvendo a extremidade 5' do 

CLASP1. Esta duplicação foi considerada candidata à etiologia da doença. 
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A variante c.C3475T (p.Arg1159Cys) identificada no paciente com DDS 46,XX OT foi 

previamente descrita no gnomAD somente em três indivíduos 46,XY. Esse achado, não 

desclassifica a variante candidata e reforça a necessidade de estudos complementares, de forma 

a esclarecer os mecanismos envolvidos e confirmar se a interação entre o SOX9 e os elementos 

do citoesqueleto teria uma participação efetiva no processo como aqui proposto.  

5.2.2 Gene FLNB 

FLNB é um dos três membros da família filamina, proteínas do citoesqueleto que induz 

polimerização da actina e promove transdução de sinal intracelular162. Age no controle do 

desenvolvimento da cartilagem e da formação óssea endocondral163. Células de Sertoli e 

condrócitos em desenvolvimento compartilham um repertório de moléculas sinalizadoras que 

influenciam a expressão de fatores de transcrição determinantes da sua identidade e função164-168.  

A proteína FLNB faz parte de um complexo de transdução de sinal que inclui as 

proteínas MAP3K1 e RAC1, moléculas que têm demonstrado modular as atividades de SOX9 

e β-catenina169. A expressão de SOX9 e a atividade de β-catenina podem ser afetadas pela 

fosforilação de p38 e ERK1/2, alvos da MAP3K1166. 

O gene de transdução de sinal, MAP3K1, faz parte de uma rede de genes envolvidos no 

desenvolvimento gonadal166. Estudos recentes tem identificado variantes alélicas deletérias no 

MAP3K1 em 13-18% dos pacientes com DSD 46,XY, tornando-o um dos genes mais 

frequentemente associado ao fenótipo de DDS170. Estudos funcionais de variantes patogênicas 

do MAP3K1 demonstraram efeitos de ganho de função, causando aumento da fosforilação de 

alvos a jusante, com consequente diminuição da expressão de SOX9, importante para o 

desenvolvimento do testículo, e aumento da expressão de β-catenina. Essas alterações na 

expressão gênica imitam a via de sinalização no desenvolvimento ovariano e, portanto, resultam 

em desenvolvimento testicular anormal166. 

Upadhyay et al.129 identificaram em um paciente portador de displasia óssea e 

disgenesia gonadal 46,XY, variantes alélicas em heterozigose composta no FLNB129. Em 

experimentos celulares, os autores demonstraram que essas mutações in vitro aumentavam a 

ligação da proteína FLNB ao complexo de transdução de sinal MAP3K1/ RAC1 e promoviam 

a ativação da β-catenina. Além disso, diferentes efeitos na fosforilação de intermediários da via 

da MAP quinase e na expressão do SOX9 também foram observados. Desta forma, sugeriram 

que a ativação direta da β-catenina pelo complexo FLNB-MAP3K1-RAC1 por uma variante 

modificada da FLNB seria um novo mecanismo etiológico da disgenesia gonadal 46,XY129. 
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Especulamos que a variante alélica c.C2822A (p.Pro941Gln) do gene FLNB identificada 

em heterozigose no paciente portador de DDS 46,XX OT sem anormalidades ósseas poderia 

interferir (reduzir) na fosforilação do p38, que é um inibidor transcricional do SOX9 (aumentar 

sua atividade), levando ao fenótipo gonadal do paciente. Os efeitos dessa variante do FLNB, 

classificada como provavelmente patogênica pelos critérios do ACMG, no equilíbrio das 

funções do SOX9 e β-catenina, bem como de seus reguladores intermediários deverão ser 

avaliados por estudos complementares in vitro e/ou in vivo. 

5.2.3 Gene IMMP2L 

IMMP2L é uma peptidase da membrana mitocondrial interna, que desempenha funções 

importantes nas mitocôndrias, envolvendo desde o metabolismo mitocondrial ao destino 

celular. Sua participação durante condições de aumento de espécies reagentes ao oxigênio 

(ROS) torna-se fundamental na programação do destino celular, promovendo a morte celular 

programada pela ativação dos fatores indutores de apoptose na senescência celular. 

Mutações do gene Immp2l ocasionam elevação da produção de superóxido, e prejuízo 

da função mitocondrial. Variantes estruturais raras que afetam IMMP2L foram implicadas como 

fatores de suscetibilidade a transtornos do espectro autista e transtorno do déficit de atenção 

com hiperatividade, assim como outros distúrbios do sistema nervoso e neurodegeneração171. 

Anormalidades da função reprodutiva em mamíferos também foram associadas com o 

Immp2l. Camundongos machos homozigotos para a mutação no Immp2l apresentavam prejuízo 

da gametogênese e disfunção erétil, enquanto as fêmeas eram inférteis devido a defeitos na 

foliculogênese e ovulação. Todos esses fenótipos observados nos camundongos poderiam ser 

explicados pela geração excessiva do íon superóxido mitocondrial, com inativação de óxido 

nítrico, uma molécula mensageira importante para a ereção peniana e oogênese172. 

O relato de linhagens de ovelhas portadoras de intersexo (XX female-to-male sex 

reversal), nas quais o estudo por sequenciamento genômico indicou a possível participação do 

gene Immp2 no fenótipo dos animais173 reforçou os nossos achados. 

A avaliação desta família rara, que apresenta dois irmãos afetados com diagnóstico de 

DDS 46,XX OT e uma variante alélica no mesmo gene identificado nos animais ratifica a 

hipótese de gene candidato. Além disso, a variante alélica c.397delT (p.Ser133Leufs*7) gera 

uma proteína IMMP2L truncada, que modifica a estrutura da proteína wild-type com prováveis 

repercussões funcionais. Desta forma, várias evidencias indicam que a variante 

p.Ser133Leufs*7 no IMMP2L esteja provavelmente associada ao fenótipo de DDS 46,XX OT. 
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Outro relato, envolvendo o gene IMMP2L e anormalidades do desenvolvimento 

ovariano, foi o estudo de Ledig et al.174,175, no qual os autores descreveram uma paciente com 

insuficiência ovariana prematura e alopecia totalis portadora de uma deleção de 35,82Kb 

localizada no cromossomo 7(q31.1), região que inclui parte do IMMP2L. Esta deleção foi 

fortemente associada à etiologia da doença174. Estudos complementares são fundamentais para 

a confirmação destas proposições. 

5.2.4 Gene PRKACG 

O gene PRKACG codifica a forma gama da subunidade catalítica da quinase dependente 

de AMP cíclico, também chamada de proteína quinase A. O gene gama é considerado um 

retrotransposon derivado da forma alfa. Em contraste com as formas alfa e beta, amplamente 

expressas, a forma gama é fortemente tecido específica. Estudos iniciais detectaram sua 

expressão apenas no testículo humano, no entanto, tecidos ovarianos e cerebrais não foram 

incluídos na análise176. 

A ativação da proteína quinase A (PKA) pelo AMP cíclico (cAMP) leva à ativação da 

subunidade catalítica, que fosforila uma variedade de proteínas citosólicas e nucleares. As 

diferentes funções das três subunidades catalíticas ainda não são totalmente compreendidas, 

mas devido ao perfil de expressão tecido específico, uma função localizada e particular da 

forma gama no tecido testicular tem sido teorizada.  

A variante c.A971G (p.Asp324Gly) identificada no paciente portador de DDS 46,XX 

OT e classificada como VUS pelos critérios do ACMG, foi selecionada como uma variante 

potencialmente candidata a etiologia da doença, especialmente devido a sua localização na 

proteína, no domínio ACG-Kinase C-terminal, região particularmente importante para a 

atividade proteica. 

A possível participação deste gene no desenvolvimento gonadal foi sugerida 

previamente por Norling et al.175 baseado nos resultados da pesquisa de novos genes candidatos 

para disgenesia gonadal 46,XY, na qual utilizou uma plataforma de array-CGH, com cobertura 

de todo o genoma. Neste estudo foi identificada uma duplicação de 454 kb em 9q21.11, 

envolvendo os genes PIP5K1B, PRKACG, FXN, TJP2 e FAM189A2 em um paciente com 

disgenesia gonadal. Dentre os cinco genes, foram considerados candidatos para o fenótipo de 

disgenesia gonadal 46,XY os dois primeiros genes, PIP5K1B e PRKACG129.  
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A interação entre as proteínas PRKACA-SOX9 foi demonstrada por Nagaraja et al.131 

em análises de redes de associações entre genes chaves no desenvolvimento gonadal. Nesse 

estudo, os autores construíram diversas redes de interações de genes chaves no 

desenvolvimento gonadal e analisaram as correlações das proteínas derivadas, através do banco 

de dados STRING v10. Embora estas redes de coexpressão de proteínas não forneçam 

informações conclusivas sobre a causalidade das doenças, as ligações funcionais entre as 

proteínas podem muitas vezes ser inferidas a partir de associações genômicas entre os genes 

que as codificam, e são capazes de identificar genes regulatórios subjacentes aos fenótipos em 

questão177. 

 



 

6 CONCLUSÕES 
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1- O atual estudo representa a primeira coorte de pacientes brasileiros portadores de 

DDS 46,XX T/OT SRY-negativo, avaliados por sequenciamento exômico.  

2- A análise detalhada de priorização alélica realizada no estudo foi capaz de 

identificar seis variantes alélicas candidatas, o que representa 29,16% (7/24) dos 

pacientes DDS 46,XX T/OT SRY-negativo. De acordo com os critérios do ACMG, 

duas foram classificadas como provavelmente patogênicas e quatro como VUS. 

3- A identificação de variantes candidatas em genes da família SOX (SOX8 e SOX10) 

além de destacar a importância dos membros desta família na etiologia das DDS 

46,XX T/OT, indica que as variantes de ponto assim como a variação do número 

de cópias possam ter um papel na gênese destas condições. 

4- Este estudo permitiu a identificação de quatro novos genes candidatos, CLASP1, 

FLNB, PRKACG, IMMP2L, ao fenótipo de DDS 46,XX T/OT SRY-negativo. 

Estudos complementares vão determinar a validade da relação gene- doença aqui 

proposta. 

5- A investigação genético-molecular baseada no sequenciamento exômico global é 

uma ferramenta fundamental no diagnóstico de pacientes com DDS 46,XX OT/T 

SRY-negativo, pois permite a identificação de novas variantes alélicas em genes 

clássicos da cascata de diferenciação gonadal, bem como em novos genes 

candidatos ao fenótipo. 
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Anexo A - Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO _ HCFMUSP 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL  

1. NOME:.......................................................................................................................................... 

NOME DO PAI:......................................................................................................................................... 

NOME DA MAE:....................................................................................................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE No:....................................................................... 

DATA DE NASCIMENTO: .........../..................../.................     SEXO:  M      F  

ENDEREÇO:............................................................................................ No.......................... 

COMPLEMENTO................................. 

BAIRRO:....................................................... CIDADE:............................................................................ 

CEP:............................................................ TELEFONE (.............)......................................................... 

 

2. RESPONSAVEL LEGAL: ......................................................................................................... 

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador, etc):............................................................................. 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE No:................................................................................................... 

DATA DE NASCIMENTO:............../................../..................    SEXO:  M        F  

ENDEREÇO:............................................................................................ No.......................... 

COMPLEMENTO................................. 

BAIRRO:....................................................... CIDADE:........................................................................... 

CEP:............................................................ TELEFONE (.............)......................................................... 

 

II- DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 

1- TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “ PESQUISA DE MUTAÇÕES NO 

STRAB8 EM PACIENTES PORTADORES DE DISTURBIOS DO DESENVOLVIMENTO 

SEXUAL 46,XX”. 

 

2- PESQUISADOR: Berenice Bilharino Mendonça  

CARGO/FUNÇÃO: Médica..... INSCRIÇÃO CONSELHO REGIINAL Nº: 20305 

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento  - Laboratório de 

Hormônios LIM42  

 

3- AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

SEM  RISCO                 RISCO MINIMO                         RISCO MEDIO    

RISCO BAIXO             RISCO MAIOR          

(probabilidade de que o indivíduo sofra algum dano como consequência imediata ou tardia do estudo) 

 

4- DURAÇÃO DA PESQUISA: 12 meses  

Rubrica do sujeito da pesquisa ou responsável: ............................... Rubrica do pesquisador: 

...................... 
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III- REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU 

REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO: 

1- Justificativa e os objetivos da pesquisa: Convidamos você para participar de um estudo que consiste na procura de 

alterações na sequência codificadora e promotora do gene Stra8 que poderia ser a causa das alterações do desenvolvimento dos 

ovários.  

 

2- Procedimentos que serão realizados e propósitos, incluindo a identificação dos procedimentos que serão 

experimentais: você terá que colher uma amostra de sangue (10ml) para extração de DNA e estudo do gene, o sangue será 

coletado através de uma picada com agulha estéril descartável na veio do braço.  

 

3- Desconforto e riscos esperados: O desconforto dessa coleta é a dor da picada e eventualmente o aparecimento de 

um pequeno hematoma ( mancha arroxeada em torno da picada) que desaparecera um pouco menos de uma semana.  

 

4- Benefícios que poderão ser obtidos: Contribuir para melhor compreensão de sua doença. Este trabalho pode dar 

fundamentos para tratamento futuro de outros pacientes com o mesmo problema que você apresenta.  

 

 

IV- ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE A GARANTIA DO SUJEITO DA 

PESQUISA: 
 

1- Acesso a qualquer tempo, às informações sobre procedimentos, riscos e benefícios relacionados a pesquisa, 

inclusive para dirimir eventuais dúvidas: Você terá acesso a qualquer tempo, às informações sobre procedimentos, riscos e 

benefícios relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais dúvidas. 

  

2- Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem que isto 

traga prejuízo a continuidade da assistência. Você terá total liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e 

de deixar de participar de estudo, sem que isto traga prejuízo a continuidade da assistência. 

 

3- Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. Esclarecemos que todos os seus dados são confidenciais e 

serão mantidos em sigilo, garantindo assim sua privacidade.  

 

4- Disponibilidade de assistência no HCFMUSP, por eventuais danos a saúde, decorrentes da pesquisa. Você terá 

disponibilidade de assistência ao HCFMUSP no serviço de Endocrinologia da disciplina de Endocrinologia e Metabologia por 

eventuais danos à saúde, decorrentes desta pesquisa.   

 

5- Viabilidade de indenizações por eventuais danos à saúde decorrentes da pesquisa. Não se aplica. 

 

 

V-  INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO 

ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS 

CLÍNICAS E REAÇÕES ADVERSAS.  

 

  Profa. Dra Berenice Bilharino de Mendonça e/ou Elaine M. Frade Costa 

Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 155, 2º andar, bloco 6. Telefones: (11) 3069-7512 ou (11) 3069-6330.  

 

VI- OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: não há  

 

VII – CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO  

 

Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, consinto 

em participar do presente Protocolo de Pesquisa  

 

São Paulo, ____ de _____________ de 20____ . 

 

_______________________________________                       ______________________________________ 
Assinatura do sujeito de pesquisa ou responsável legal                         Assinatura do pesquisador (carimbo ou nome legível 
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Anexo B - Estudos moleculares previamente realizados nos pacientes que compõem a 

casuística 

 

ID 
Pesquisa do Gene 

SRY / Resultado 

MLPA 

(Intersex P185) Array-CGH* 

DAX-1 WNT4 SOX9 

P 1 ✓ Negativa  não identificou ganhos ou perdas de 

segmentos 

P 2 ✓ Negativa  não identificou ganhos ou perdas de 

segmentos 

P 3 ✓ Negativa Normal Normal Normal  

P 4 ✓ Negativa Normal Normal Normal  

P 5 ✓ Negativa Normal Normal Normal duplicação 15q26.1 (93571267-

93586680)x3 - Provavelmente benigna 

P 6 ✓ Negativa   

P 7a ✓ Negativa  não identificou ganhos ou perdas de 

segmentos 

P 7b ✓ Negativa   

P 8 ✓ Negativa Normal Normal Normal não identificou ganhos ou perdas de 

segmentos 

P 9 ✓ Negativa Normal Normal Normal  

P 10 ✓ Negativa Normal Normal Normal  

P 11 ✓ Negativa Normal Normal Normal deleção 20p11.21 (25331954_25492224)x1 

- VUS 

P 12 ✓ Negativa Normal Normal Normal  

P 13 ✓ Negativa Normal Normal Normal  

P 14 ✓ Negativa Normal Normal Normal não identificou ganhos ou perdas de 

segmentos 

P 15 ✓ Negativa   

P 16 ✓ Negativa   

P 17 ✓ Negativa   

P 18 ✓ Negativa   

P 19 ✓ Negativa Normal Normal Normal  

P 20 ✓ Negativa Normal Normal Normal  

P 21 ✓ Negativa   

P 22 ✓ Negativa Normal Normal Normal duplicação 2q14.2 (120166608-120284200) 

x3- VUS 

P 23 ✓ Negativa  não identificou ganhos ou perdas de 

segmentos 

P, Paciente; MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; Array-CGH, Hibridação 

Genômica Comparativa (*Rastreamento de rearranjos cromossômicos não balanceados por 

microarranjo genômico); VUS, Variant of Uncertain Significance. 
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Anexo C - Termo de assentimento do biobanco do laboratório de hormônios e genética 

molecular LIM/42 do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

USP 

 

TERMO DE ASSENTIMENTO 

 

No Laboratório de Hormônios e Genética Molecular do LIM/42 do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (LIM/42-HCFMUSP), nós 

fazemos pesquisas. Com as pesquisas queremos encontrar maneiras de melhorar a vida de 

pessoas doentes, e às vezes até descobrimos novos tratamentos, ou exames que ajudem a 

descobrir que doença a pessoa tem. 

Você está sendo convidado (a) a responder às perguntas deste questionário de forma 

totalmente voluntária. Antes de concordar em doar seu material é muito importante que você 

compreenda as informações e instruções contidas neste documento. Os pesquisadores deverão 

responder a todas as suas dúvidas antes de você concordar em participar. Você tem o direito de 

desistir de doar o seu material a qualquer momento, sem nenhuma penalidade e sem perder os 

benefícios aos quais tenha direito. 

Para realização de seu tratamento ou da pesquisa em que concordou participar, foram 

solicitados exames de laboratório de rotina ou para pesquisa. Depois de fazer esses exames, vai 

sobrar um pouco de material (sangue, urina, fezes ou outros) que normalmente seria desprezado. 

Nós estamos solicitando sua autorização para guardar esse material excedente no Laboratório 

de Hormônios e Genética Molecular do LIM/42 do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (LIM/42-HCFMUSP). 

Se você concordar, esse material biológico (sangue, urina, fezes ou outros) ficará 

guardado no Biobanco LIM/42-HCFMUSP. Nesse Biobanco trabalham pessoas bem treinadas, 

que irão cuidar das amostras que serão guardadas em freezer para a realização de pesquisas 

futuras. O seu material poderá ser utilizado para sequenciamento de exons (exoma) e / ou 

sequenciamento de todos os seus genes. As informações dos seus dados individuais serão 

colocadas em um banco de dados de acesso controlado. Isso significa que somente os 

pesquisadores que solicitarem e obtiverem permissão para usar as informações para um projeto 

de pesquisa específico poderão acessar as informações. Os dados genômicos e as informações 

de saúde não terão a identificação com o seu nome ou outra informação que possa ser usada 

para identificá-lo. Os pesquisadores que tiverem acesso as informações no banco de dados 

concordarão em não tentar te identificar. 

Seu material será identificado apenas por código, seu nome e as informações sobre você 

serão guardados em outro local. As informações que serão registradas sobre você são: idade, 

sexo, onde você mora, se você tem alguma doença, resultados de exames, entre outras. Apenas 

os responsáveis pelo Biobanco terão acesso a estas informações.  

Você pode conversar sobre nossa proposta com seu(s) pai(s) e amigo(s). Você pode 

decidir se quer autorizar ou não depois de ter conversado, não é preciso decidir imediatamente. 

Pode haver algumas palavras que você não entenda ou coisas que você precisa de explicações 

mais detalhadas. Por favor, peça que a qualquer momento eu explico novamente. Não tenha 
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pressa de decidir se deseja ou não que seu material biológico fique guardado no Biobanco 

LIM42-HCFMUSP e seja usado para futuras pesquisas. Ninguém ficará bravo com você se 

você disser não; a escolha é sua. Você pode dizer “sim” agora e mudar de ideia depois e tudo 

continuará bem. Isso não vai prejudicar os cuidados que você recebe.  

Se você quiser retirar seu consentimento, você ou seus pais (responsáveis legais) devem 

informar os responsáveis pelo Biobanco por escrito.  

Entendo que a interpretação clínica dos resultados é realizada com base no 

conhecimento médico/científico disponível até a data de análise do exame, nas 

informações clínicas do relatório médico e no tipo de estudo solicitado. À medida que 

novas descobertas científicas forem publicadas, contribuindo para maior conhecimento 

médico sobre a hipótese diagnóstica ou se acaso surgirem novos sinais clínicos, a 

interpretação dos resultados pode mudar. Neste caso, o médico responsável pelo paciente 

poderá solicitar a reanálise dos dados obtidos no exame. 

Compreendo que através da realização deste exame poderão ser obtidas 

informações genéticas do indivíduo estudado ou dos membros de sua família que não estão 

relacionadas com a preocupação médica para a qual este exame foi solicitado. Caso sejam 

identificadas variantes patogênicas ou provavelmente patogênicas que afetem algum dos 

genes selecionados pelo Colégio Americano de Genética Médica e Genômica como de 

notificação obrigatória (ACMG) Tabela 1, concordo que elas sejam informadas como 

achados incidentais. Se você NÃO DESEJA receber estas informações, por favor, indique 

sua opção colocando suas iniciais aqui: __________________  

Ao assinar este documento, dou meu consentimento para realizar o teste de 

sequenciamento do exoma. 

Este Termo foi revisado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da USP, que avalia projetos de pesquisa (s) e assegura que os mesmos 

não tragam nenhum dano ao(s) participante(s) da(s) pesquisa(s). Se você precisar de mais 

informações sobre este Termo ou sobre os seus direitos, fale com este Comitê de Ética que fica 

na Rua Dr. Ovídio Pires de Campos, 225 - Cerqueira César - 05403-010 - São Paulo - SP - 

Brasil - E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br. O horário de atendimento é de segunda à sexta-

feira, das 8h às 16 horas. 

Se você quiser falar com o Biobanco LIM/42-HCFMUSP, o endereço é Av. Dr. Enéas 

Carvalho de Aguiar, 255. CEP 05403-000 São Paulo -SP –Brasil. Telefones: (55+11) 2661-

7512 ou 2661-6148. Fax: (55+11) 2661-7519. E-mail beremen@usp.br O horário de 

atendimento é de segunda à sexta-feira, das 9 às 16 horas. A utilização de seu material biológico 

(sangue, entre outros) deverá ser aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa, sendo que seu 

nome não aparecerá quando os resultados da pesquisa forem apresentados em eventos 

científicos e/ ou publicados em revistas científicas.  

 

Solicito que manifeste o seu desejo quanto às seguintes alternativas:  

(  ) I- Necessidade de novo consentimento a cada pesquisa 

(  ) II- Dispensa de novo consentimento a cada pesquisa 

 

Você prefere que outra pessoa o represente e seja consultada a cada nova pesquisa?   

( ) Sim ( ) Não.  
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Se sim, qual o nome da pessoa e como podemos entrar em contato (endereço, telefone, e-mail, 

grau de parentesco ou de relação com o participante da pesquisa).  

 

___________________________________________________________________________ 

Você poderá saber, a qualquer tempo, as informações sobre resultados de pesquisa 

realizados com o seu material biológico. 

 

Você não receberá nenhum pagamento, nem terá que pagar nada, para que seu material 

biológico fique guardado no Biobanco LIM42-HCFMUSP e utilizado para pesquisas.  

 

Este Termo deverá ser assinado em duas vias idênticas, sendo que uma ficará com você 

e uma ficará guardada no Biobanco. 

 

Se você autorizar que seu material biológico fique guardado no Biobanco LIM42-

HCFMUSP, para fins de pesquisa(s), seu(s) responsável(is) também terá(ão) que concordar 

assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Mas caso você não deseje 

autorizar, mesmo que seu(s) responsável(is) concorde(m), o seu material biológico não será 

guardado no Biobanco LIM42-HCFMUSP.  

 

Obrigado por ler e/ou ouvir estas informações. Se você concordar que seu material 

biológico fique guardado no Biobanco LIM42-HCFMUSP e seja usado para pesquisas, assine 

abaixo.  

 

Nome da criança/adolescente: _____________________________________ 

 

Assinatura _____________________________________Data: ____________  

 

Nome da pessoa que obteve o consentimento: __________________________ 

 

Assinatura _____________________________________Data: ____________ 

 

Nome do responsável pelo Biobanco: Profa. Dra. Berenice Bilharinho de Mendonça 

 

Assinatura_______________________________________________________ 
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Anexo D - Termo de assentimento do biobanco do laboratório de hormônios e genética 

molecular LIM/42 do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

USP 

 

TERMO DE ASSENTIMENTO 

 

No Laboratório de Hormônios e Genética Molecular do LIM/42 do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (LIM/42-HCFMUSP), nós 

fazemos pesquisas. Com as pesquisas queremos encontrar maneiras de melhorar a vida de 

pessoas doentes, e às vezes até descobrimos novos tratamentos, ou exames que ajudem a 

descobrir que doença a pessoa tem. 

Você está sendo convidado (a) a responder às perguntas deste questionário de forma 

totalmente voluntária. Antes de concordar em doar seu material é muito importante que você 

compreenda as informações e instruções contidas neste documento. Os pesquisadores deverão 

responder a todas as suas dúvidas antes de você concordar em participar. Você tem o direito de 

desistir de doar o seu material a qualquer momento, sem nenhuma penalidade e sem perder os 

benefícios aos quais tenha direito. 

Para realização de seu tratamento ou da pesquisa em que concordou participar, foram 

solicitados exames de laboratório de rotina ou para pesquisa. Depois de fazer esses exames, vai 

sobrar um pouco de material (sangue, urina, fezes ou outros) que normalmente seria desprezado. 

Nós estamos solicitando sua autorização para guardar esse material excedente no Laboratório 

de Hormônios e Genética Molecular do LIM/42 do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (LIM/42-HCFMUSP). 

Se você concordar, esse material biológico (sangue, urina, fezes ou outros) ficará 

guardado no Biobanco LIM/42-HCFMUSP. Nesse Biobanco trabalham pessoas bem treinadas, 

que irão cuidar das amostras que serão guardadas em freezer para a realização de pesquisas 

futuras. O seu material poderá ser utilizado para sequenciamento de éxons (exoma) e / ou 

sequenciamento de todos os seus genes. As informações dos seus dados individuais serão 

colocadas em um banco de dados de acesso controlado. Isso significa que somente os 

pesquisadores que solicitarem e obtiverem permissão para usar as informações para um projeto 

de pesquisa específico poderão acessar as informações. Os dados genômicos e as informações 

de saúde não terão a identificação com o seu nome ou outra informação que possa ser usada 

para identificá-lo. Os pesquisadores que tiverem acesso as informações no banco de dados 

concordarão em não tentar te identificar. 

Seu material será identificado apenas por código, seu nome e as informações sobre você 

serão guardados em outro local. As informações que serão registradas sobre você são: idade, 

sexo, onde você mora, se você tem alguma doença, resultados de exames, entre outras. Apenas 

os responsáveis pelo Biobanco terão acesso a estas informações.  

Você pode conversar sobre nossa proposta com seu(s) pai(s) e amigo(s). Você pode 

decidir se quer autorizar ou não depois de ter conversado, não é preciso decidir imediatamente. 

Pode haver algumas palavras que você não entenda ou coisas que você precisa de explicações 

mais detalhadas. Por favor, peça que a qualquer momento eu explico novamente. Não tenha 
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pressa de decidir se deseja ou não que seu material biológico fique guardado no Biobanco 

LIM42-HCFMUSP e seja usado para futuras pesquisas. Ninguém ficará bravo com você se 

você disser não; a escolha é sua. Você pode dizer “sim” agora e mudar de ideia depois e tudo 

continuará bem. Isso não vai prejudicar os cuidados que você recebe.  

Se você quiser retirar seu consentimento, você ou seus pais (responsáveis legais) devem 

informar os responsáveis pelo Biobanco por escrito.  

Entendo que a interpretação clínica dos resultados é realizada com base no 

conhecimento médico/científico disponível até a data de análise do exame, nas 

informações clínicas do relatório médico e no tipo de estudo solicitado. À medida que 

novas descobertas científicas forem publicadas, contribuindo para maior conhecimento 

médico sobre a hipótese diagnóstica ou se acaso surgirem novos sinais clínicos, a 

interpretação dos resultados pode mudar. Neste caso, o médico responsável pelo paciente 

poderá solicitar a reanálise dos dados obtidos no exame. 

Compreendo que através da realização deste exame poderão ser obtidas 

informações genéticas do indivíduo estudado ou dos membros de sua família que não estão 

relacionadas com a preocupação médica para a qual este exame foi solicitado. Caso sejam 

identificadas variantes patogênicas ou provavelmente patogênicas que afetem algum dos 

genes selecionados pelo Colégio Americano de Genética Médica e Genômica como de 

notificação obrigatória (ACMG) Tabela 1, concordo que elas sejam informadas como 

achados incidentais. Se você NÃO DESEJA receber estas informações, por favor, indique 

sua opção colocando suas iniciais aqui: __________________  

Ao assinar este documento, dou meu consentimento para realizar o teste de 

sequenciamento do exoma. 

Este Termo foi revisado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da USP, que avalia projetos de pesquisa (s) e assegura que os mesmos 

não tragam nenhum dano ao(s) participante(s) da(s) pesquisa(s). Se você precisar de mais 

informações sobre este Termo ou sobre os seus direitos, fale com este Comitê de Ética que fica 

na Rua Dr. Ovídio Pires de Campos, 225 - Cerqueira César - 05403-010 - São Paulo - SP - 

Brasil - E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br. O horário de atendimento é de segunda à sexta-

feira, das 8h às 16 horas. 

Se você quiser falar com o Biobanco LIM/42-HCFMUSP, o endereço é Av. Dr. Enéas 

Carvalho de Aguiar, 255. CEP 05403-000 São Paulo -SP –Brasil. Telefones: (55+11) 2661-

7512 ou 2661-6148. Fax: (55+11) 2661-7519. E-mail beremen@usp.br O horário de 

atendimento é de segunda à sexta-feira, das 9 às 16 horas. A utilização de seu material biológico 

(sangue, entre outros) deverá ser aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa, sendo que seu 

nome não aparecerá quando os resultados da pesquisa forem apresentados em eventos 

científicos e/ ou publicados em revistas científicas.  

 

Solicito que manifeste o seu desejo quanto às seguintes alternativas:  

(  ) I- Necessidade de novo consentimento a cada pesquisa 

(  ) II- Dispensa de novo consentimento a cada pesquisa 

 

Você prefere que outra pessoa o represente e seja consultada a cada nova pesquisa?   

( ) Sim ( ) Não.  
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Se sim, qual o nome da pessoa e como podemos entrar em contato (endereço, telefone, 

e-mail, grau de parentesco ou de relação com o participante da pesquisa).  

 

___________________________________________________________________________ 

Você poderá saber, a qualquer tempo, as informações sobre resultados de pesquisa 

realizados com o seu material biológico. 

 

Você não receberá nenhum pagamento, nem terá que pagar nada, para que seu material 

biológico fique guardado no Biobanco LIM42-HCFMUSP e utilizado para pesquisas.  

 

Este Termo deverá ser assinado em duas vias idênticas, sendo que uma ficará com você 

e uma ficará guardada no Biobanco. 

 

Se você autorizar que seu material biológico fique guardado no Biobanco LIM42-

HCFMUSP, para fins de pesquisa(s), seu(s) responsável(is) também terá(ão) que concordar 

assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Mas caso você não deseje 

autorizar, mesmo que seu(s) responsável(is) concorde(m), o seu material biológico não será 

guardado no Biobanco LIM42-HCFMUSP.  

 

Obrigado por ler e/ou ouvir estas informações. Se você concordar que seu material 

biológico fique guardado no Biobanco LIM42-HCFMUSP e seja usado para pesquisas, assine 

abaixo.  

 

Nome da criança/adolescente: _____________________________________ 

 

Assinatura _____________________________________Data: ____________  

 

Nome da pessoa que obteve o consentimento: __________________________ 

 

Assinatura _____________________________________Data: ____________ 

 

Nome do responsável pelo Biobanco: Profa. Dra. Berenice Bilharinho de Mendonça 

 

Assinatura_______________________________________________________ 
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Anexo E - Critérios de classificação de patogenicidade dos programas in sílico utilizados na filtragem das VCF 

 

Ferramenta Classificação Critérios patogênicos Endereço 

Modelo de predição para alteração do sítio de súplice 

dbscSNV_ADA_SCORE 
Entre 0 e 1 > 0,7 

 

dbscSNV_RF_SCORE  

Modelo de predição de patogenicidade 

SIFT T: tolerado; D: deletério D http://sift.jcvi.org/ 

CADD Numérico ≥ 15 http://cadd.gs.washington.edu/ 

Mutation Acessor L: efeito leve, M: moderado; H: alto M e H http://mutationassessor.org/ 

Mutation Taster N e P: não deletério/polimorfismo: A e D: deletério A e D http://www.mutationtaster.org/ 

PROVEAN N: neutro; D: deletério D http://provean.jcvi.org/index.php 

Polyphen-2 B: benigno; P: possivelmente patogênico, D: deletério P e D http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2 

FATHMM T: tolerado; D: deletério D http://fathmm.biocompute.org.uk/ 

Modelo par grau de conservação do aminoácido envolvido 

GERP Entre -12.3 a 6.17 ≥ 2 http://mendel.stanford.edu/sidowlab/downloads/gerp/index.html 
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Anexo F - 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 codons de iniciação ou deleção de 1 ou vários 

éxons  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 aminoácidos 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 prole  

PS4 
A prevalência da variante nos indivíduos afetados é significantemente 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, gnomAD), ou presente em frequência 

extremamente baixa, para 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 que uma variante missense diferente já foi estabelecida com patogênica  

PM6 Variante considerada de novo, sem confirmação de paternidade.  

Critérios fracos para patogenicidade 

PP1 
Segregação de uma variante (em um gene conhecido como causador da doença) com a doença em uma família 

com vários membros afetados 

PP2 
Variante missense em um gene com baixa taxa de variantes missense benignas e no qual esse tipo de variante é 

considerado um mecanismo de doença  

PP3 
Várias ferramentas computacionais suportam a evidência de efeito deletério no gene ou proteína (conservação 

evolutiva, impacto no splicing)  

PP4 O fenótipo do paciente ou a história da família são bastante específicos 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 
Variantes detectadas em trans com uma variante patogênica dominante com penetrância completa ou observada 

em cis com uma variante patogênica em qualquer herança  

BP3 Deleções ou inserções in frame em região repetitivas sem função conhecida 

BP4 
Várias ferramentas computacionais sugerem ausência de efeito deletério no gene ou proteína (conservação 

evolutiva, impacto no splicing) 

BP5 Variante encontrada em um caso com 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 in sílico não predizem impacto na sequência consenso de 

splicing nem a criação de um novo sítio, e o nucleotídeo não é conservado 

Critérios fortes para benignidade 

BS1 A frequência do alelo é maior que a esperada para a doença  

BS2 
Variante para a 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 na família  

Critério benigno por si só 

BA1 Frequência alélica maior que 5% nos bancos de dados populacionais (1000Genomes, gnomAD) 

Fonte: adaptado de Richards et al.126. 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; gnomAD: Genome Aggregation Database. 
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Anexo G - Normas para combinação dos critérios do ACMG/AMP para classificação 

das variantes alélicas 

 

Classificação de acordo com a combinação dos critérios ACMG  

Variante patogênica  

(I) 1 critério muito forte para patogenicidade (PVS1) e 

(a) ≥ 1 critério 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 critério 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 critério moderado 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 moderados 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 critérios fracos para 

patogenicidade ( PP1- PP5) ou  

 

(VI) 1 critério moderado para patogenicidade ( PM1- PM6) e ≥ 4 critérios 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  

Variante benigna  

(I) 1 critério benigno por si só (BA1) ou 

(II) 2 critérios fortes para benignidade ( BS1- BS4)  

Fonte: adaptado de Richards et al.126. 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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Anexo H - Classificação de Prader para os graus de atipia genital em indivíduos com 

cariótipo 46,XX 

 

 

Grau 1= Genitália de aspecto feminino, apenas com pequeno aumento do falo;  Grau 2 = aumento do falo associado 

a fusão posterior das saliências labioescrotais, sem seio urogenital; Grau 3 = importante aumento do falo, associado 

á fusão quase completa das saliências labioescrotais e presença de seio urogenital com abertura perineal; Grau 4 = 

falo de aspecto peniano, associado a fusão completa das saliências labioescrotais e presença de seio urogenital 

com abertura perineal na base do falo; Grau 5 = falo de aspecto peniano bem desenvolvido, associado a fusão 

completa das saliências labioescrotais e presença de seio urogenital com abertura no corpo do falo ou balânica. 

Fonte: adaptado de Prader127.  

 


