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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: O desenvolvimento sexual humano é um processo que depende do 

funcionamento íntegro de diversos genes e suas proteínas. Defeitos em algum desses 

componentes podem causar os distúrbios da diferenciação do sexo (DDS). Os DDS são 

condições congênitas em que alterações genéticas levam ao desenvolvimento atípico do sexo 

cromossômico, gonadal e/ou anatômico. O termo DDS, adotado a partir do Consensus 

Statement on Management of Intersex Disorders, substitui termos considerados pejorativos e 

estigmatizantes, tais como hermafroditismo, pseudo-hermafroditismo, entre outros. Os DDS 

podem resultar de variações em genes envolvidos na determinação e diferenciação sexual, 

acarretando em distúrbios na esteroidogênese gonadal e/ou adrenal, sendo classificados em 

três grupos, de acordo com o cariótipo: DDS 46,XY; DDS 46,XX; e DDS associados a 

anormalidades cromossômicas. O grupo DDS 46,XY, foco deste trabalho, é caracterizado por 

sua complexidade genética e sobreposição fenotípica, onde o esclarecimento etiológico desses 

casos é realizado através de investigação molecular em genes envolvidos na determinação e 

diferenciação do sexo. OBJETIVO: Realizar a investigação molecular em uma série de casos 

de DDS 46,XY sem etiologia esclarecida. METODOLOGIA: A partir de uma amostra de 58 

casos de DDS 46,XY atendidos no Serviço de Genética Clínica do Hospital Universitário 

Professor Alberto Antunes (HUPAA), foram selecionados 10 casos para estudo. Para a 

seleção das amostras, foram adotados os seguintes critérios: sequenciamento prévio dos genes 

AR e SRD5A2, não possuir alterações patogênicas identificadas nesses genes e amostra de 

DNA disponível para estudo. A primeira etapa da investigação molecular constituiu-se do 

sequenciamento do gene HSD17B3 pelo método de Sanger, realizado no Laboratório de 

Genética Molecular Humana do HUPAA/UFAL. A segunda etapa, para aqueles casos em que 

não foram identificadas alterações patogênicas no gene HSD17B3, o sequenciamento de nova 

geração (NGS) de 18 genes relacionados com DDS 46,XY, foi realizado no Núcleo de 

Sequenciamento de Larga Escala da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: Não foram identificadas alterações patogênicas no gene 

HSD17B3 em nenhum dos casos selecionados. Já através do NGS, foram identificadas 

alterações em quatro casos. No caso DDSXY-03, foi identificada a hemizigose da alteração 

c.89G>T (p.Arg30Ile) no gene SRY; no caso DDSXY-04, foi identificada a heterozigose da 

alteração c.565C>T (p.Arg189Cys) no gene FKBP4; no caso DDSXY-07, foi identificada a 

heterozigose da alteração c.2389C>G (p.Leu797Val) no gene DHX37; e no caso DDSXY-10, 

foi identificada a heterozigose da alteração c.250C>G (p.Arg84Gly) no gene NR5A1. A 

alteração p.Arg84Gly não foi previamente descrita na literatura, a p.Leu797Val foi descrita 

como variante de significado incerto e a alteração p.Arg189Cys foi reportada em bases de 

dados, sem referência da condição clínica associada. Já a alteração p.Arg30Ile foi descrita em 

casos de disgenesia gonadal 46,XY. Nas análises preditivas in sílico, as alterações 

p.Arg189Cys; p.Leu797Val e p.Arg84Gly se mostraram deletérias. De acordo com a 

literatura, a frequência de pacientes diagnosticados com DDS 46,XY sem etiologia 

esclarecida, pode variar entre 33%-80%, mesmo com os avanços nas ferramentas de 

elucidação diagnóstica. CONCLUSÃO: Neste estudo, 40% da amostra apresentou alterações 

em genes que são fundamentais na determinação/diferenciação do sexo e permanecem em 

investigação da possível correlação genótipo-fenótipo. Já 60% permanecem em investigação 

visando a identificação de alterações patogênicas que possam justificar o fenótipo. A análise 

funcional das alterações aqui identificadas, são necessárias para a correta correlação genótipo 

fenótipo em cada caso. Os resultados deste estudo reforçam a complexidade da elucidação 

etiológica dos DDS 46,XY. 

 

Palavras-chave: DDS 46,XY, Diagnóstico Etiológico, Sequenciamento 



ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Human sexual development is a process that depends on the normal 

functioning of several genes and their proteins. Defects in these components can lead to 

disorders of sexual development (DSD). DSDs are congenital conditions in which genetic 

alterations lead to atypical development of chromosomal, gonadal, and/or anatomical sexual 

development. The term DDS, adopted from the Consensus Statement on Management of 

Intersex Disorders, replaces terms considered pejorative and stigmatizing, such as 

hermaphroditism, pseudohermaphroditism, and others. DSD can result from variations in 

genes involved in sexual determination and differentiation, resulting in disorders in gonadal 

and/or adrenal steroidogenesis. DSD 46,XY; DSD 46.XX; and DSD associated with 

chromosomal abnormalities are the classifications of DSD. The DSD 46,XY, focus of this 

research, is characterized by genetic complexity and phenotypic overlap, where the etiological 

diagnosis is carried out through molecular investigation. AIM: Molecular investigation in 

46,XY DSD cases. METHODS: Ten cases were selected for the study. For sample selection, 

the following criteria were adopted: prior sequencing of the AR and SRD5A2 genes, no 

pathogenic alterations identified in these genes, and DNA sample available for investigation. 

The first molecular analysis was the Sanger sequencing of the HSD17B3 gene. The second 

was the next-generation sequencing (NGS) of 18 genes related to 46,XY DSD. RESULTS 

AND DISCUSSION: The HSD17B3 sequencing was normal in all cases. The NGS revealed 

alterations in four cases: DDSXY-03 was identified as c.89G>T alteration hemizygosity in the 

SRY gene; in the DDSXY-04 case, the c.565C>T heterozygosity in the FKBP4 gene; the 

DDSXY-07 revealed the heterozygosity of c.2389C>G (p.Leu797Val) in the DHX37; and the 

heterozygosity c.250C>G alteration in NR5A1 in the DDSXY-10. The p.Arg84Gly alteration 

was not previously described in the literature, the p.Leu797Val was described as a variant of 

uncertain significance and the p.Arg189Cys alteration was reported in databases, without 

reference to the clinical condition associated. The p.Arg30Ile alteration has been described in 

46,XY gonadal dysgenesis cases. The results of in silico predictive analyses of p.Arg189Cys; 

p.Leu797Val and p.Arg84Gly alterations were deleterious. According to the literature, 33%-

80% of patients diagnosed with 46,XY DSD remain without etiology elucidated. 

CONCLUSION: In this study, 40% of the participants presented alterations in genes that are 

fundamental in the determination/differentiation of sexual development and remain under 

investigation of the possible genotype-phenotype correlation. Already 60% remain under 

investigation aimed at identifying pathogenic changes that may justify the phenotype. 

Functional analysis of the alterations here identified is necessary for the correct genotype-

phenotype correlation. These results reinforce the complexity of the etiological elucidation of 

46,XY DSD. 

 

Keywords: 46,XY DSD, Etiology, DNA Sequence Analysis 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

Os distúrbios da diferenciação do sexo (DDS) são condições congênitas heterogêneas, 

onde alterações genéticas resultam no desenvolvimento atípico do sexo cromossômico, 

gonadal e/ou anatômico (Hughes et al., 2006; Hiort et al., 2014; Lee et al., 2016; Wisniewski 

et al., 2019). Essas condições são classificadas em três grandes grupos de acordo com o 

cariótipo: DDS 46,XY, DDS 46,XX e DDS associados a anomalias nos cromossomos sexuais 

(Lee et al., 2006). 

Embora não seja encontrada informação suficiente sobre a incidência dos DDS, 

especialmente aqueles caracterizados por ambiguidade genital, estima-se uma incidência 

mundial de aproximadamente 1:4.500-5.500 nascidos vivos (Sax, 2002; Lee et al., 2016) e 

uma prevalência global de 1-2:10.000 (Woodward; Patwardhan, 2010; Gazzaneo et al., 2016). 

Assim, os DDS são reconhecidos como doenças raras, sendo portanto foco de políticas de 

atenção à saúde em genética no Sistema Único de Saúde (SUS) do Brasil (Brasil, 2014). 

Devido à sua complexidade, tanto diagnóstica como no que diz respeito ao 

acompanhamento, a atenção aos pacientes com DDS requer uma equipe multidisciplinar a fim 

de proporcionar assistência adequada e minimizar prejuízos causados por essas condições 

(Hughes et al., 2006; Hughes, 2008; Hiort et al., 2014; Gazzaneo et al., 2016). Dentre as 

especialidades que colaboram entre si para proporcionar atenção adequada aos pacientes com 

DDS, estão: a pediatria, genética, endocrinologia, ginecologia, urologia, andrologia, 

psicologia, serviço social, enfermagem, cirurgia e ética médica (Hiort et al., 2014; Achermann 

et al., 2015; Ahmed et al., 2016; Cools et al., 2018). 

Em Alagoas, a atenção à saúde em casos de DDS se tornou expressiva a partir de 

2008, com a criação de ambulatório integrado de genética e psicanálise do Serviço de 

Genética Clínica do Hospital Universitário Professor Alberto Antunes da Universidade 

Federal de Alagoas (HUPAA-UFAL). Antes disso, os atendimentos eram realizados de forma 

fragmentada e sem comunicação entre as diferentes especialidades (Zanotti e da Silva Xavier, 

2011; Omena Filho, 2021). 

Inicialmente, o ambulatório dos DDS no HUPAA-UFAL integrava em sua abordagem 

especialistas em genética e psicologia. Com seu desenvolvimento, a partir de 2016, foi 

formado o grupo multidisciplinar de assistência aos casos de DDS, passando a contar com 

profissionais de diversas especialidades, tais como: geneticistas, endocrinologistas, cirurgiões, 

psicólogos, entre outros; oferecendo, assim, assistência com estratégia diagnóstica e 
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abordagem clínica holística, fruto de discussões integradas entre os profissionais envolvidos 

(Omena Filho, 2021). 

Até o momento, desde sua criação, pouco mais de 300 pacientes passaram por 

atendimento neste ambulatório, o que tem proporcionado constante desenvolvimento de 

assistência especializada em genética bem como robustas contribuições em pesquisas no meio 

acadêmico. 

Em relação ao presente trabalho, buscou-se esclarecer a etiologia de diferentes quadros 

clínicos de DDS 46,XY. Essa condição representa significativa parcela dos pacientes 

atendidos no ambulatório especializado do Serviço de Genética Clínica e entender suas causas 

representa um grande desafio. Assim, nossa motivação em realizar este trabalho foi contribuir 

nessa busca pelo esclarecimento etiológico dos casos estudados; colaborar com o grupo 

multidisciplinar de assistência aos casos de DDS de Alagoas; além de contribuir com o 

fortalecimento da pesquisa realizada no HUPAA-UFAL. 
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2 OBJETIVOS 

 
 

2.1 Objetivo geral 

 
 

Realizar investigação molecular em casos selecionados de DDS 46,XY de Alagoas. 

 
 

2.2 Objetivos específicos 

 
 

● Averiguar o envolvimento do gene HSD17B3 em casos de DDS 46,XY que não 

possuem alterações patogênicas nos genes AR e SDR5A2; 

● Expandir a investigação molecular nos casos que não apresentaram alteração 

patogênica no HSD17B3, bem como no AR e SRD5A2; 

● Realizar análise preditiva in silico para as alterações patogênicas novas identificadas; 

● Estabelecer a correlação genótipo-fenótipo para os casos com alterações identificadas. 



17 
 

 

3 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

Desenvolvimento sexual humano 

 
 

O desenvolvimento sexual humano é um processo intrinsecamente associado à 

presença ou ausência do cromossomo Y e pode ser dividido em duas etapas principais: (i) 

determinação sexual e (ii) diferenciação sexual (Arboleda; Sandberg; Vilain, 2014). A 

determinação sexual ocorre no momento da fertilização, ao ser estabelecido o sexo 

cromossômico como XX ou XY. Já a diferenciação sexual, seja masculina ou feminina, é o 

processo orientado pela determinação sexual no qual as gônadas bipotentes se diferenciam em 

ovários ou testículos, seguido da diferenciação da genitália interna e externa sob ação 

hormonal (Hughes, 2001; Lucas-Herald; Bashamboo, 2014; Bashamboo et al., 2017; Xie et 

al., 2022). 

Até a 6ª semana de vida embrionária, temos um período chamado de estágio 

indiferenciado ou bipotencial do desenvolvimento gonadal. Neste período, indivíduos XX ou 

XY apresentam gônadas indiferenciadas aparentemente idênticas que poderão se diferenciar 

em ovários ou testículos, a depender da determinação sexual (Rey; Josso; Racine, 2020). 

Em indivíduos com sexo cromossômico masculino (46,XY), o gene SRY (do inglês, 

sex-determining region Y chromosome), localizado no cromossomo Y, dá início ao processo 

de diferenciação das gônadas em testículos (Sinclair et al., 1990; Berta et al., 1990). Em 

seguida, outros genes e fatores de transcrição, como o SF-1 (do inglês, steroidogenic factor 1) 

e o SOX9 (do inglês, SRY-related HMG-box gene 9), são expressos e dão continuidade ao 

desenvolvimento testicular (Biason-Lauber; Chaboissier, 2015). Diversos genes são 

envolvidos na diferenciação sexual masculina, esses e outros serão abordados no decorrer 

desta revisão. 

Diante da formação de testículo, as células de Sertoli produzem Hormônio Anti-

Mülleriano (HAM) e as células de Leydig, Testosterona, levando a regressão dos ductos de 

Müller (primórdios dos genitais internos femininos) e a diferenciação dos ductos de Wolff 

(primórdios dos genitais internos masculinos) em epidídimo, ductos deferente e vesícula 

seminal. A diferenciação da genitália interna masculina se dá célula a célula mediante ação 

parácrina desses hormônios, enquanto a genitália externa é formada pela concentração 

necessária de andrógenos na corrente sanguínea (Biason-Lauber; Chaboissier, 2015; 

Michelatto, 2016). 
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Por outro lado, na ausência do SRY, indivíduos com sexo cromossômicos feminino 

(46,XX) passam por uma via de diferenciação gonadal direcionada pela expressão ativa de 

outros genes, tais como WNT4 (do inglês, wingless type MMTV integration site family, 

member 4), RSPO1 (do inglês, R-spondin 1) e FOXL2 (do inglês, forkhead box L2). Esses 

genes são importantes para o desenvolvimento ovariano, diferenciação dos ductos de Müller, 

supressão da diferenciação masculina, entre outros processos resultantes da determinação 

ovariana (Figura 1) (Bian-Lauber; Chaboissier, 2015; Bashamboo; McElreavey, 2015; 

Michelatto, 2016). 
 

 

Figura 1. Visão simplificada do desenvolvimento sexual humano. SG: semana gestacional. SRY: sex determining 

region Y; SOX9: SRY-related HMG-box gene 9; WNT4: wingless-type MMTV integration site family member 4; 

RSPO1: R-spondin 1. Fonte: Michelatto, 2016 apud Biason-Lauber; Chaboissier, 2015. 

 

Genes envolvidos na determinação e diferenciação sexual masculina 

 
 

Embora, desde a metade do século passado houvesse o entendimento de que a 

diferenciação sexual era definida apenas pela presença ou ausência do cromossomo Y, 

atualmente sabe-se que tanto a diferenciação feminina como a masculina dependem de uma 
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cascata de genes que conduzem as ações hormonais fundamentais desse processo (Quadro 1) 

(Biason-Lauber; Chaboissier, 2015; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019). 

 
Quadro 1. Visão concisa da diferenciação sexual. 

Cariótipo 46,XY 46,XX 

Gônadas Testículos Ovários 

 

 

 

 
 

Ações 

Células de Leydig: secreção de Testosterona e 

DHT 
 

↘ responsáveis pela virilização da genitália 

externa e manutenção dos ductos de Wolff 
 

Células de Sertoli: produção de hormônio 

antimülleriano (HAM) 
 

↘ regressão dos ductos de Müller 

 
Não produção de Testosterona e HAM 

 

↘ regressão dos ductos de Wolff 

 

↘ diferenciação dos ductos de Müller no 

genitais internos femininos 
 

↘ desenvolvimento da genitália externa 

feminina 

DHT - Dihidrotestosterona; HAM - hormônio antimülleriano 

Fonte: de autoria própria a partir de Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019. 

 

O gene SRY, localizado no braço curto do cromossomo Y (Yp11.2), foi o primeiro a 

ser identificado como responsável por iniciar a diferenciação das gônadas bipotentes em 

testículos, sendo considerado o fator determinante para o desenvolvimento das gônadas 

masculinas em humanos (Sinclair et al., 1990; Berta et al., 1990). O SRY (OMIM *480000) é 

constituído por um único éxon e codifica uma proteína de 204 aminoácidos, onde encontra-se 

um domínio de ligação ao DNA de 80 aminoácidos bem conservados da família HMG-box 

(do inglês, high mobility group). A proteína SRY é expressa nas células pré-Sertoli no fim da 

segunda semana de gestação, sendo um importante fator de transcrição que intensifica a 

expressão de outra proteína necessária ao início da diferenciação das gônadas em testículos, a 

SOX9. Segundo o The Human Gene Mutation Database (HGMD), até agosto de 2023 foram 

descritas 110 alterações patogênicas no gene SRY, sendo a maioria relacionada a quadros de 

disgenesia gonadal completa 46,XY (Sinclair et al., 1990; Koopman et al., 1991; Sekido et 

al., 2004; Maciel-Guerra; Guerra-Júnior, 2019). 

O gene SOX9 (do inglês, SRY-related HMG-box gene 9 - OMIM *608160), localizado 

no braço longo do cromossomo 17 (locus 17q24.3), é responsável pela produção de 

prostaglandina D2, molécula lipídica importante para a transformação das células pré-Sertoli. 

A proteína SRY liga-se especificamente a uma região regulatória do SOX9 denominada 

TESCO (do inglês, testis-specific enhancer of SOX9 core), que leva à diferenciação e à 

proliferação das células de Sertoli. Alterações patogênicas no SOX9 estão ligadas a síndromes 
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de malformações esqueléticas e casos de disgenesia gonadal 46,XY, em que é observada 

genitália externa ambígua ou de aspecto feminino (Wilhelm; Palmer; Koopman, 2007; 

Sekido; Lovell-Badge, 2008; Gonen et al., 2018). 

Outro gene fundamental para a diferenciação testicular é o NR5A1 (do inglês, nuclear 

receptor subfamily 5, group A, member 1 - OMIM *184757), locus 9q33.3, que codifica a 

proteína SF1 (do inglês, steroidogenic factor-1), um fator de transcrição que assim como o 

SRY, se liga ao TESCO do gene SOX9, o auxiliando a interagir com seu próprio promotor. 

Nessa interação é gerado então um feedback positivo nas células de Sertoli, que garante sua 

expressão em altos níveis e contribui fundamentalmente tanto na esteroidogênese como no 

desenvolvimento sexual, além de ser um regulador em etapas do desenvolvimento adrenal e 

gonadal (Sekido; Lovell-Badge, 2008; Achermann et al., 2002; Maciel-Guerra; Guerra-Júnior, 

2019). 

Ainda acerca do NR5A1, a proteína SF1 atua tanto na determinação testicular como na 

diferenciação sexual masculina. Sua primeira ação ocorre na crista urogenital, marcando o 

início da diferenciação adrenal e gonadal, onde as gônadas bipotentes são estimuladas a se 

diferenciar em testículos. A SF1 também interage com a GATA4 (do inglês, gata-binding 

protein 4), um fator de transcrição que atua na gônada indiferenciada, ocasião em que ambos 

se acoplam a região promotora do SRY e o auxiliam no aumento de sua expressão no início da 

diferenciação testicular. Nas células de Sertoli presentes nos testículos já diferenciados, a SF1 

regula a expressão do gene AMH (do inglês, anti-mullerian hormone), guiando o processo de 

regressão dos ductos de Müller. Já nas células de Leydig, essa proteína regula a expressão de 

genes importantes para a síntese de testosterona, como STAR (do inglês, steroidogenic acute 

regulatory protein) e o gene DHH (do inglês, desert hedgehog), conduzindo à manutenção 

dos ductos de Wolff e à virilização da genitália externa (Ozisik; Achermann; Jameson, 2002; 

Viger et al., 2008; Lin; Achermann, 2008; Karpova et al., 2015). 

O NR5A1 possui mais de 218 alterações patogênicas descritas (segundo dados do 

HGMD consultados em agosto de 2023) relacionadas em sua maioria com casos de DDS 

46,XY. Os fenótipos associados às alterações são extremamente variados, podendo estar 

relacionados à defeitos na produção de andrógenos; disgenesia gonadal (com ou sem 

derivados de Müller); hipospadia; anorquia bilateral; entre outros (Fabbri et al., 2016; Fabbri-

Scallet et al., 2017; Robevska et al., 2018). 

É importante destacar que na literatura há diversas alterações patogênicas descritas em 

genes que interagem com a SF1, resultando em fenótipos variados de DDS 46,XY (Tabela 1) 

(Nishi et al., 2012; Yüksel et al., 2013; Werner et al., 2015; Sreenivasan et al., 2018). 
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Tabela 1. Genes que interagem com a proteína SF1. 

 

N.° de alterações 

Gene Localização patogênicas 

(HGMD)* 

Fenótipo frequentemente associado 

 
 

AMH (OMIM *600957) 19p13.3 95 
Síndrome da persistência dos ductos de 

 

 

 

 

 
 

AMH – do inglês, anti-müllerian hormone; STAR – do inglês, steroidogenic acute regulatory protein; DHH – do 

inglês, desert hedghog; GATA4 – do inglês, GATA-binding protein 4; SOX9 – do inglês, SRY-related HMG-box 

gene 9. 

*Informações de números de alterações patogênicas extraídas do The Human Gene Mutation Database, 

consultados em agosto de 2023. 

 

Além desses, o gene WT1 (do inglês, wilms tumour 1 - OMIM *607102), locus 11p13, 

é essencial para o desenvolvimento gonadal e renal. O RNA mensageiro deste gene pode ser 

detectado a partir da 6ª semana de gestação em embriões humanos, sua expressão se dá 

juntamente com o NR5A1 nas saliências das gônadas bipotentes antes da sua diferenciação. 

Após diferenciação testicular, a transcrição do WT1 segue nas células de Sertoli do testículo 

fetal (Kreidberg et al., 1993; Hastie, 2017; Maciel-Guerra; Guerra-Júnior, 2019). Foram 

descritas cerca de 193 alterações patogênicas neste gene (HGMD, julho de 2023), as quais 

podem levar a enfermidades renais, tais como: tumor de Wilms e síndromes como de WAGR 

(do inglês, wilms tumor, aniridia, genitourinary anomalies, and mental retardation 

syndrome), além das síndromes de Denys-Drash e síndrome de Frasier, que apresentam 

problemas renais associados com a presença de gônadas disgenéticas e genitália ambígua (ou 

feminina) em indivíduos 46,XY (Andrade et al., 2008; Guaragna et al., 2012; Wang et al., 

2021a). 

Dos genes que possuem relação direta com a proteína WT1, é interessante destacar o 

NR0B1 (do inglês, nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1), também conhecido por 

DAX1, locus Xp21.2 em uma região chamada DSS (do inglês, dosage sensitive sex reversal). 

O NR0B1 (OMIM*300473) é expresso principalmente nas glândulas adrenais e nos testículos. 

Deleções ou alterações patogênicas neste gene podem levar a doenças de herança ligada ao 

cromossomo X, como casos de hipoplasia adrenal congênita e hipogonadismo 

 Müller 

STAR (OMIM *600617) 8p11.23 85 Hiperplasia Adrenal Congênita Lipóide 

DHH (OMIM *605423) 12q13.12 22 Disgenesia Gonadal 46,XY 

 

GATA4 (OMIM *600576) 
 

8p23.1 
 

157 
Defeitos cardíacos congênitos / 

Disgenesia Gonadal 46,XY 

SOX9 (OMIM *608160) 17q24.3 153 Displasia Campomélica / DDS 46,XY 
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hipogonadotrófico. Além de que a sua duplicação resulta em disgenesia gonadal XY com 

fenótipo feminino, devido à sua super expressão que é suficiente para impedir a determinação 

testicular (Barbaro et al., 2007; Suntharalingham et al., 2015; Bertalan et al., 2019). 

Outros dois genes localizados no cromossomo X estão relacionados com fenótipos de 

DDS 46,XY em casos de alterações patogênicas, são eles o ATRX (do inglês, alpha-

thalassemia/mental retardation syndrome, X-linked) e o MAMLD1 (do inglês, mastermind-

like domain-containing protein 1). 

O gene ATRX (OMIM*300032), chamado também de XH2 (do inglês, Helicase 2, X-

Linked), está localizado em Xq21.1 e codifica a proteína ATRX, que regula negativamente a 

transcrição de vários genes, incluindo os da alfa-globina. A expressão do ATRX acontece 

durante a diferenciação testicular principalmente, enquanto ocorre a maturação das células de 

Leydig. Alterações patogênicas nesse gene podem levar a síndrome ATRX, onde indivíduos 

afetados apresentam α-talassemia, deficiência intelectual grave e múltiplas anomalias 

congênitas, como a ambiguidade genital (Tang et al., 2004; Hutson et al., 2014; Takagi et al., 

2017). 

O gene MAMLD1 (OMIM*300120), também denominado de CXorf6, locus Xq28, é 

expresso nas células de Leydig fetais em conjunto com o NR5A1 auxiliando a modulação da 

produção de testosterona. De acordo com o HGMD, cerca de 20 alterações patogênicas foram 

descritas no MAMLD1 (HGMD, agosto de 2023), estando associadas principalmente com 

casos de DDS 46,XY. (Ogata et al., 2012; Maciel-Guerra; Guerra-Júnior, 2019; Miyado; 

Fukami; Ogata, 2021). 

Além dos genes já abordados neste tópico, é importante dizer que para a virilização do 

fenótipo masculino é necessário concentrações adequadas de andrógenos, bem como a 

funcionalidade ideal de seus receptores. Neste processo, alguns genes são ligados diretamente 

a ação e conversões enzimáticas, tais como AR, SRD5A2 e HSD17B3. Alterações patogênicas 

nesses genes frequentemente justificam fenótipos de DDS 46,XY. 

O gene AR (do inglês, androgen receptor, OMIM *313700), locus Xq12, codifica o 

receptor de andrógeno, um fator de transcrição que, quando ativado por ligante, regula a 

expressão de genes responsivos a andrógenos nos tecidos-alvo. Alterações patogênicas no AR 

levam à Síndrome da Insensibilidade Androgênica (SIA), um distúrbio monogênico recessivo 

ligado ao cromossomo X caracterizado pela resistência à ação dos andrógenos. A depender do 

grau de resistência e, consequentemente, da subvirilização observada, a SIA pode ser 

classificada como completa, parcial ou branda (Petroli, 2010; Hughes et al., 2012; Chen et al., 



23 
 

 

2023). Cerca de 635 alterações patogênicas foram descritas no AR, sendo sua maioria 

associada a SIA (HGMD, agosto de 2023). 

O gene SRD5A2 (do inglês, steroid 5-alpha-reductase 2, OMIM *607306), localizado 

em 2p23, codifica a proteína 5 alfa-redutase tipo 2, expressa principalmente nos epidídimos, 

vesículas seminais, próstata e pele genital. Sua função é converter a Testosterona em 

Dihidrotestosterona (DHT), responsável pelo desenvolvimento sexual masculino. A perda de 

função da 5 alfa-redutase tipo 2 resulta na deficiência de DHT, levando ao prejuízo da 

diferenciação da genitália externa masculina, uretra e próstata. Até o momento, o SRD5A2 

possui cerca de 136 alterações patogênicas descritas e associadas com a Deficiência de 5 alfa-

redutase tipo 2 (HGMD, agosto 2023) (Zhang et al., 2017; Sata et al., 2010; Chan et al., 2015; 

Li et al., 2022). 

O gene HSD17B3 (do inglês, 17-beta hidroxysteroid dehydrogenase III, OMIM 

*605573), locus 9q22, abrange cerca de 60kb, possui 11 éxons e codifica a enzima 17-beta-

hidroxiesteróide desidrogenase tipo 3 (17-beta-HSD3) (Phelan et al., 2015; Mendonca et al., 

2017). O HSD17B3 é expresso em tecidos periféricos, principalmente nos testículos, onde a 

enzima 17beta-HSD3 converte andrógenos adrenais em hormônios sexuais mais potentes, a 

saber androstenediona e estrona em testosterona e estradiol, respectivamente (Figura 2) 

(Gonçalves et al., 2022; Çiftci et al., 2022). 

Alterações patogênicas em homozigose ou heterozigose composta no HSD17B3 

causam deficiência de 17beta-HSD3, havendo comprometimento da síntese de esteróides, sem 

prejuízos da síntese de mineralocorticoides e glicocorticoides adrenais. Indivíduos 46,XY 

com deficiência de 17beta-HSD3, apresentam diferentes graus de subvirilização da genitália 

externa (Geissler et al., 1994; Andersson et al., 1996; Mendonca et al., 2017). Até o momento 

mais de 65 alterações patogênicas foram descritas (HGMD, agosto de 2023), incluindo 

alterações missense, nonsense, stop codon, frameshift, alterações em sítio de splicing, 

deleções, inserções e duplicações, associadas a DDS 46,XY devido a deficiência de 17beta-

HSD3. 
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Figura 2. Síntese dos esteróides a partir do colesterol. Pode-se observar o ponto de conversão de Testosterona 

em DHT pela 5 α-redutase tipo 2; e a conversão de Androstenediona em Testosterona, bem como Estrona em 

Estradiol pela 17 β-hidroxiesteróide desidrogenase tipo 3 (Retirado de Monteiro et al., 2018). 

 

Além dos supracitados, outros genes atuam no desenvolvimento sexual masculino e 

determinação testicular, alguns deles estão apresentados no Quadro 2 (Tannour-Louet et al., 

2010; Kim et al., 2017; Wang et al., 2021b; Ivell et al., 2022; Hart; Gutiérrez; Biason-Lauber, 

2022). 

 
Quadro 2. Outros genes relacionados ao desenvolvimento sexual masculino. 

Gene Localização Fenótipo frequentemente associado 

DMRT1 e DMRT2 

(OMIM*602424 e OMIM*604935) 

 
9p24.3 

 
Disgenesia Gonadal 46,XY 

CBX2 (OMIM*602770) 17q25.3 DDS 46,XY 

MAP3K1 (OMIM*600982) 5q11.2 Disgenesia Gonadal 46,XY 

WWOX (OMIM*605131) 16q23.2-q23.2 DDS 46,XY 

INSL3 (OMIM*146728) 19p13.2-p2 Criptorquidismo 

DMRT1 e DMRT2 - do inglês, doublesex- and mab3-related transcription factor 1 e 2; CBX2 - do inglês, 

chromobox homolog 2, drosophila polycomb class; MAP3K1 - do inglês, mitogen-activated kinase kinase kinase 

1; WWOX - do inglês, WW domain-containing oxidoreductase; INSL3 - do inglês, insulin-like 3. 

 

Quando alterações patogênicas acontecem nos genes acima citados, estamos diante de 

uma caso de DDS 46,XY, que caracterizam-se por variados graus de subvirilização da 

genitália externa, classificadas conforme Quigley (Figura 3) (Quigley et al., 1995), e 
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diferentes graus de desenvolvimento de estruturas derivadas dos ductos de Wolff e Müller 

(Mendonca et al., 2009; Wisniewski et al., 2019). 

 

 

Figura 3. Classificação para ambiguidade genital conforme Quigley (Quigley et al., 1995). Grau 1: genitália 

com aspecto masculino normal; grau 2: fenótipo masculino com distúrbios leves, como hipospádia; grau 3: 

fenótipo masculino com subvirilização grave; graus 4-7: representados por genitália ambígua, onde o grau mais 

avançado (6/7) inclui casos com aspecto feminino típico. 

Fonte: Quigley et al., 1995 (Adaptado). 

 

Os DDS 46,XY podem ser decorrentes de: (i) deficiências na síntese de testosterona 

e/ou di-hidrotestosterona (DHT); ou (ii) prejuízo da ação androgênica nos tecidos-alvos. Em 

casos de DDS 46,XY com virilização parcial, o diagnóstico frequentemente ocorre ao 

nascimento, diante de uma incongruência genital. Quadros mais brandos podem apresentar 

hipospádia, localização atípica do meato uretral. Em outros casos, observa-se a presença de 

ambiguidade genital. A maioria dos afetados possuem testículos, contudo, em alguns casos 

não é encontrado tecido gonadal. Observa-se, ainda, genitália externa de aspecto típico 

feminino em casos de completa ausência de virilização, o que retarda o diagnóstico até a 

puberdade, quando é apontada amenorreia primária e/ou a ausência de desenvolvimento 

mamário como queixa clínica (Domenice et al., 2016; Kutney et al., 2016; Markosyan; 

Ahmed, 2017; Domenice et al., 2022). 

O desenvolvimento sexual masculino é um processo complexo e variações nos genes 

envolvidos neste processo podem resultar nos DDS 46,XY (Bashamboo et al., 2017). 

O sequenciamento de genes únicos é um método historicamente escolhido para o 

esclarecimento etiológico dos DDS. A partir do levantamento de características fenotípicas e 

hormonais por exames físicos, de imagem, solicita-se o sequenciamento de genes candidatos 

que possam esclarecer a etiologia do quadro clínico observado (Barseghyan; Délot; Vilain, 

2018). 
 

O diagnóstico molecular por meio de sequenciamento genético de primeira geração, 

como é o método de Sanger (Sanger; Coulson, 1975), é amplamente utilizado para elucidação 

de casos de DDS 46,XY. O método de Sanger faz uso de didesoxinucleotídeos de terminação 
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de cadeia marcados com fluorescência, proporcionando fragmentos de DNA de até 1000 pares 

de base de resolução (Barseghyan; Délot; Vilain, 2018). A depender dos aspectos clínicos e 

hormonais, pode-se sugerir em DDS 46,XY o sequenciamento de alguns genes como: AR, 

SRD5A2, HSD17B3, NR5A1, SRY e WT1 (Wisniewski et al., 2019; Mazen et al., 2021). 

Entretanto as técnicas de sequenciamento de nova geração (NGS – do inglês, Next-

Generation Sequencing), como painel de genes, sequenciamento de exoma completo (WES – 

do inglês, Whole Exome Sequencing) e sequenciamento de genoma completo (WGS 

– do inglês, Whole Genome Sequencing), têm permitido uma melhora significativa na 

elucidação diagnóstica de casos de DDS 46,XY. Em vantagem ao sequenciamento de genes 

individuais, estas técnicas identificam simultaneamente diversas alterações em genes 

conhecidos, bem como novos genes candidatos que possam ser relacionados a DDS 

(Achermann et al., 2015; Eggers et al., 2016; Hughes et al., 2019). 

Com a redução dos custos com NGS, sua aplicabilidade tem se tornado cada vez mais 

difundida no diagnóstico de DDS. A possibilidade de sequenciar simultaneamente vários 

genes relacionados a esses distúrbios, atrelada à investigação clínica e bioquímica inicial, 

pode levar a elucidação etiológica com brevidade. O diagnóstico etiológico dos casos de DDS 

é de grande importância, pois permite aconselhamento genético adequado, além de nortear o 

tratamento personalizado de pacientes, melhor planejamento estratégias de intervenção e 

melhor prognóstico (Ahmed et al., 2013; Hughes et al., 2019). 
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4 METODOLOGIA 

 
 

4.1 Tipo de estudo e aspectos éticos 

 
 

Trata-se de um estudo descritivo, observacional, com amostra oriunda da casuística do 

ambulatório de DDS/HUPAA/UFAL. Este estudo possui aprovação pelo comitê de ética em 

pesquisa da UFAL (CAAE: 59929716.8.0000.5013; 40078620.4.0000.5013; Anexos A e B, 

respectivamente). 

 
 

4.2 Local do estudo 

 
 

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Genética Molecular Humana 

(LGMH) do Hospital Universitário Professor Alberto Antunes (HUPAA), pertencente à 

Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e no Laboratório de Sequenciamento de Larga 

Escala (SELA) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FM-USP). 

 
4.3 Amostra 

 
 

A amostra estudada foi obtida da casuística do Serviço de Genética Clínica 

(SGC/HUPAA/UFAL). Foram selecionados casos de DDS com cariótipo 46,XY, que possuem 

avaliação molecular completa dos genes AR (do inglês, Androgen Receptor, OMIM *313700) 

e SRD5A2 (do inglês, Steroid 5-alpha-reductase 2, OMIM *607306) sem identificação de 

alterações patogênicas, além de DNA disponível para investigação molecular. 

 
4.4 Ensaios Laboratoriais 

 
 

Primeiramente, os participantes desta pesquisa tiveram suas amostras submetidas a 

estudo do gene HSD17B3 por meio de sequenciamento automático pelo método de Sanger 

(Sanger; Coulson, 1975). Não encontrando alterações patogênicas no HSD17B3, as amostras 

foram submetidas ao sequenciamento de Nova Geração (em inglês, Next-generation 

Sequencing). 
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4.4.1 Da amplificação dos fragmentos ao sequenciamento do gene HSD17B3 

 
 

Para a realização do sequenciamento do gene HSD17B3, foi necessário realizar 

diferentes processos, desde a amplificação dos fragmentos através da PCR; purificação e 

quantificação deste material e a reação de sequenciamento (Figura 4). 

 
Etapas para reação de sequenciamento do gene HSD17B3 

Figura 4. Visão geral das etapas para o sequenciamento do gene HSD17B3. (a) amplificação dos fragmentos de 

interesse por reação em cadeia da polimerase (PCR); (b) purificação e quantificação dos fragmentos 

amplificados; (c) reação de sequenciamento e eletroforese capilar, para gerar as sequências a serem analisadas. 

Fonte: imagens retiradas do Google Imagens e de acervo próprio do autor. 

 

A seguir, será explanado um pouco de cada um desses processos: 
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. 

 
4.4.1.1 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) do gene HSD17B3 

 
 

A amplificação dos 11 éxons e regiões intrônicas flanqueadoras do gene HSD17B3 se 

deu por meio de PCR (do inglês, Polymerase Chain Reaction). O método adotado foi 

realizado conforme descrito por Leme de Calais, 2010. 

 
4.4.1.2 Purificação e Quantificação dos produtos de PCR 

 
 

A purificação dos fragmentos amplificados foi realizada com o kit ReliaPrepTM DNA 

Clean-up and Concentration System (PROMEGA) conforme instruções do fabricante. 

Após a purificação, a quantificação deu-se com a utilização de espectrofotômetro de 

ultravioleta visível BioDrop TOUCH PC da BioDrop Ltd. A quantificação dos produtos de 

PCR purificados se deu da seguinte forma: foi utilizado 1μL de água ultrapura como 

referência (branco), o mesmo volume do produto foi pipetado no dispositivo para análise, os 

valores obtidos foram utilizados para avaliação da concentração de DNA no material, além da 

pureza, para que fosse seguida as demais etapas. 

 
4.4.1.3 Sequenciamento de Sanger 

 
 

As reações de sequenciamento foram realizadas com BigDyeTM Terminator v3.1 da 

applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, conforme instruções do fabricante. 

Após a reação de sequenciamento, os produtos foram submetidos a purificação com kit 

BigDye® X-TerminatorTM Purification Kit da applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, 

conforme instruções do fabricante. 

Os produtos obtidos foram submetidos à eletroforese capilar no analisador de DNA 

ABI3500 (Thermo Fisher Scientific). As sequências obtidas foram analisadas com programas 

de livre acesso e comparadas com sequência de referência (ENSG00000130948), para que 

fosse rastreada qualquer variação entre as sequências obtidas e a sequência selvagem de 

referência. 
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4.4.2 Sequenciamento de Nova Geração - Painel de Genes 

 
 

A amostra de DNA genômico daqueles participantes que não apresentaram alteração 

patogênica no gene HSD17B3, foram enviadas ao laboratório de Sequenciamento em Larga 

Escala (SELA) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FM/USP), onde 

foram submetidas ao sequenciamento de nova geração (NGS, do inglês, Next-generation 

sequencing) para análise dos genes AMH, ATRX, CBX2, DHH, DHX37, DMRT1, DMRT2, 

FKBP4, GATA4, INSL3, MAMLD1, MAP3K1, NR0B1, NR5A1, SOX9, SRY, WT1 e WWOX, 

todos relacionados a DDS 46,XY (Quadro 3). 

 
 

Quadro 3. Genes analisados por meio do sequenciamento de nova geração. 

Nome do Gene OMIM* 

AMH Anti-mullerian hormone 600957 

ATRX ATRX chromatin remodeler 300382 

CBX2 Chromobox 2 602770 

DHH Desert hedgehog signaling molecule 605423 

DHX37 DEAH-box helicase 37 617362 

DMRT1 Doublesex- and MAB3-related transcription factor 1 602424 

DMRT2 Doublesex- and MAB3-related transcription factor 2 604935 

FKBP4 FK506-binding protein 4 600611 

GATA4 GATA-binding protein 4 600576 

INSL3 Insulin-like 3 146738 

MAMLD1 Mastermind-like domain-containing protein 1 300120 

MAP3K1 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 600982 

NR0B1 Nuclear receptor subfamily 0, Group B, Member 1 300473 

NR5A1 Nuclear receptor subfamily 5, Group A, Member 1 184757 

SOX9 SRY-box 9 608160 

SRY Sex-determining region Y 480000 

WT1 WT1 transcription factor 607102 

WWOX WW domain-containing oxidoreductase 605131 

*OMIM: do inglês, Online Mendelian Inheritance in Man. 

 
4.5 Análises preditivas in sílico 

 
 

Para variantes novas, a análise preditiva foi realizada utilizando os seguintes softwares 

de livre acesso: SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (http://sift-dna.org); PolyPhen-2 

(Polymorphism Phenotyping) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/); Mutation Taster 

http://sift-dna.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
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(http://www.mutationtaster.org/). Por meio destes algoritmos, foi possível predizer o efeito da 

alteração na proteína em estudo (Richards et al., 2015). 

 
4.5.1 SIFT 

 
 

O SIFT é um programa que busca prever modificações na atividade proteica devido a 

substituições de aminoácidos e como provavelmente afetará o fenótipo investigado, possuindo 

precisão de 60% em suas predições. O programa utiliza algoritmos para prever o 

comprometimento da proteína, considerando o local e o tipo da troca de aminoácidos. 

Alterações em regiões mais conservadas na proteína, tendem a ser classificadas como 

deletérias (SIM et al., 2012). O score classifica as variantes em tolerantes (>0,05) ou 

intolerante/deletérias (<0,05). 

 
4.5.2 PolyPhen-2 

 
 

O score do PolyPhen-2 avaliou o impacto na troca de aminoácidos predizendo a 

alteração da função e estrutura da proteína. Sua precisão é de 81% (Adzhubei et al., 2010). O 

PolyPhen-2 possui um score variando de 0.0 a 1.0, sendo classificadas as substituições em: 

● 0.0 a 0.15 - Benignas 

● 0.15 a 0,85 - Possivelmente deletérias. 

● 0,85 a 1.0 - Maior probabilidade de ser deletérias ou provavelmente deletérias. 

 
 

4.5.3 Mutation Taster 

 
 

Mutation Taster diferiu dos demais porque inclui em seu banco de dados, SNPs (do 

inglês, Single nucleotide polymorphisms) publicamente disponíveis e inserções/deleções do 

projeto 1000 Genomas, assim como variantes patogênicas descritas no “ClinVar” e “HGMD”. 

Possui score que varia entre 0.0 e 215, quanto mais próximo de 0.0 a variante é considerada 

neutra e quanto mais próxima de 215, mais deletéria. Este software possui precisão de 86%. 

(Schwarz et al., 2014). 

http://www.mutationtaster.org/
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

5.1 Caracterização da Amostra 

 
 

Após a aplicação dos critérios adotados para seleção da amostra, a saber: casos de 

DDS 46,XY com avaliação molecular completa dos genes AR e SRD5A2, sem a identificação 

de alterações patogênicas nesses genes e DNA disponível para estudo; obtivemos uma 

amostra de dez casos. 

Os participantes compreenderam crianças de seis dias a um ano e três meses de vida 

na primeira consulta, onde sete desses participantes passaram pelo atendimento em idade 

adequada (<90 dias). Quanto à procedência, dois casos foram oriundos da capital e oito de 

outros municípios de Alagoas. Mesmo sendo uma amostra pequena, esses dados de 

procedência parecem refletir o contexto geral dos casos de ambiguidade genital atendidos no 

serviço de referência do estado. Um estudo transversal e descritivo realizado por Omena Filho 

(2021), demonstrou que aproximadamente 80% dos casos de ambiguidade genital atendidos 

no SGC/HUPAA/UFAL são procedentes do interior do estado. 

Três participantes possuíam registro civil como sexo masculino, quanto ao sexo social, 

oito foram masculino e dois feminino. Questões acerca do registro civil e a atribuição do sexo 

de criação para pessoas com DDS são de particular importância, decisões neste aspecto 

necessitam de análises abrangentes para que haja apropriada atribuição e subsequente registro 

civil (Gazzaneo et al., 2016). 

Sobre os aspectos clínicos, todos os participantes apresentavam ambiguidade genital 

(AG), que foi classificada conforme Quigley et al. (1995), com aparência genital externa de 

Q2 a Q4, e gônadas palpáveis unilateral ou bilateral (Tabela 2). Em nenhum deles observou-se 

útero ou rudimentos mullerianos por meio de exames de imagem. E com base nesses achados, 

todos se encontravam em investigação para defeito na síntese ou ação dos andrógenos. 



33 
 

 

 

 
Tabela 2. Descrição dos casos selecionados com diagnóstico clínico de Distúrbios da Diferenciação do Sexo 

46,XY. 

 
Paciente 

Idade na 1ª 

consulta 

 
Classificação da genitália/gônadas 

DDSXY-01 1a3m Q4/gônadas bilateral palpáveis 

DDSXY-02 6d Q2/gônadas bilateral palpáveis 

DDSXY-03 23d Q3/gônadas bilateral palpáveis 

DDSXY-04 3m6d Q2/gônadas bilateral palpáveis 

DDSXY-05 15d Q4/gônada unilateral palpável 

DDSXY-06 27d Q3/gônadas bilateral palpáveis 

DDSXY-07 11m26d Q3/gônadas bilateral palpáveis 

DDSXY-08 1m13d Q3/gônadas bilateral palpáveis 

DDSXY-09 6d Q4/gônada unilateral palpável 

DDSXY-10 22d Q4/gônadas bilateral palpáveis 

Legenda: a - anos; m - meses; d - dias; Q: classificação de Quigley seguido do grau de subvirilização. 

 

 

Ao falarmos na classificação de Quigley, nos referimos a categorização proposta por 

Quigley et al. (1995) para a classificação dos diferentes aspectos fenotípicos da genitália 

externa em casos de Síndrome da Insensibilidade Androgênica (SIA). Esta proposta classifica 

os diferentes fenotípicos da genitália externa em sete categorias de acordo com o grau de 

subvirilização observado no indivíduo (Figura 5). Embora sua concepção original tenha sido 

direcionada a SIA, a classificação de Quigley é amplamente usada em casos de DDS 46,XY. 

 

 

 
Figura 5. Classificação de Quigley (Quigley et al., 1995). Grau 1: genitália com aspecto masculino típico; grau 

2: fenótipo masculino com distúrbios leves, como hipospádia; grau 3: fenótipo masculino com subvirilização 

grave; graus 4-5: representados por genitália ambígua, (6/7) inclui casos com genitália feminina, onde 6 

caracteriza genitália feminina com pilificação e 7 genitália feminina sem pilificação. Fonte: Quigley et al., 1995 

(Adaptado). 
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5.2 Sequenciamento do gene HSD17B3 

 
 

Dentre os 10 casos selecionados para sequenciamento, não foi detectada nenhuma 

alteração patogênica no gene HSD17B3. Permitindo, assim, desconsiderar o envolvimento 

desse gene com o quadro clínico dos participantes desta pesquisa. Todavia, a escolha do 

HSD17B3 como gene candidato para rastreamento de alterações patogênicas nesta casuística 

se deu por sua relação significativa com os DDS 46,XY. 

O HSD17B3 representa uma das principais causas de deficiência na síntese dos 

andrógenos (Mendonca et al., 2017). O fenótipo observado em casos de deficiência na sua 

proteína, a 17-beta-hidroxiesteróide desidrogenase tipo 3 (17-beta-HSD3), frequentemente 

não difere do observado na SIPA ou a deficiência da enzima 5-alfa-redutase tipo 2 (Ahmed et 

al., 2021). Devido a sobreposição fenotípica, a investigação etiológica através do 

sequenciamento de Sanger de casos de DDS 46,XY com defeito de síntese ou ação de 

andrógenos, inicia-se com o estudo dos genes AR e SRD5A2, quando não identificada 

alterações nesses genes, realiza-se o sequenciamento do gene HSD17B3 como estratégia para 

elucidação etiológica (Delót et al., 2018; Barseghyan; Délot; Vilain, 2018; Akcan et al., 

2022). 

Estudos recentes com uso de NGS têm identificado alterações patogênicas no 

HSD17B3 em casuísticas de DDS 46,XY, sobretudo na ausência de alterações nos genes AR e 

SRD5A2 (Yu et al., 2021; Gonçalves et al., 2022). 

Descartando a hipótese de deficiência da enzima HSD17B3 nos participantes desta 

pesquisa, expandimos a investigação para o sequenciamento de nova geração. 

 
5.3 Sequenciamento de nova geração 

 
 

Dos dez casos submetidos ao NGS, que investigou dezoito genes relacionados a DDS 

46,XY (Quadro 4), quatro participantes apresentaram alterações e seis participantes não 

apresentaram alterações que pudessem ter relação com os fenótipos observados. 

As alterações identificadas pelo NGS serão apresentadas no quadro 2. 
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Quadro 4. Alterações encontradas por meio do sequenciamento de nova geração. 

 
Paciente 

 
Locus / Transcrito 

 
Gene 

Tipo de 
alteração 

 
Exon 

posição no 
cDna 

posição na 
Proteína 

 
Genótipo 

 
DDSXY-03 

Y:2655556:C:A / 
NM_003140 

 
SRY 

 
Missense 

 
1 

 
c.89G>T 

 
p.Arg30Ile 

 
Hemizigose 

 
DDSXY-04 

12:2908304:C:T / 
NM_002014 

 
FKBP4 

 
Missense 

 
5 

 
c.565C>T 

 
p.Arg189Cys 

 
Heterozigose 

 
DDSXY-07 

12:125441301:G:C / 
NM_032656 

 
DHX37 

 
Missense 

 
18 

 
c.2389C>G 

 
p.Leu797Val 

 
Heterozigose 

 

DDSXY-10 
9:127262989:G:C / 

NM_004959 
 

NR5A1 
 

Missense 
 

4 
 

c.250C>G 
 

p.Arg84Gly 
 

Heterozigose 

 

Os participantes que não apresentaram alterações (DDSXY-01, DDSXY-02, DDSXY-

05, DDSXY-06, DDSXY-08 e DDSXY-09), permanecerão em investigação. Para esses casos, 

o sequenciamento do exoma completo (WES, do inglês, whole exome sequencing) pode ser 

uma possibilidade para a elucidação etiológica. 

O NGS é uma técnica utilizada para o rastreamento de múltiplas alterações 

patogênicas em vários distúrbios genéticos (De Koning et al., 2015). O NGS direcionado é 

eficaz na cobertura aprofundada de genes selecionados, uma vez que captura sequências 

nucleotídicas em regiões genômicas específicas, como éxons, íntrons e sequências 

reguladoras, o que permite descoberta de alterações descritas e não descritas na literatura 

(Mak et al., 2018). 

Os quatro participantes que apresentaram alterações no NGS serão discutidos a seguir. 

 
 

5.3.1 Caso DDSXY-03 

 
 

A primeira consulta deste participante no ambulatório de genética se deu aos 23 dias 

de vida, encaminhado com diagnóstico de ambiguidade genital (Q3) com gônadas bilaterais 

palpáveis na bolsa escrotal. 

Filho único, após dois abortamentos de primeiro trimestre, o participante não possui 

fatores de risco importantes para condições clínicas de etiologia genética (Figura 6). 
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Figura 6. Heredograma referente ao caso DDSXY-03. Caso índice - III-3; as duas gestações que resultaram em 

abortamento de 1º trimestre estão indicadas em III-1 e III-2. 

 

Com relação ao NGS, foi identificada uma hemizigose da alteração c.89G>T no gene 

SRY, que resulta na substituição de uma arginina por isoleucina no aminoácido 30 da proteína 

SRY (p.Arg30Ile). Esta alteração está reportada no dbSNP (do inglês, Single Nucleotide 

Polymorphism Database), registro rs141855441, e no HGMD (do inglês, The Human Gene 

Mutation Database). Além disso, é considerada patogênica segundo informações contidas no 

ClinVar, onde é associada à disgenesia gonadal 46,XY. 

Essa alteração foi descrita pela primeira vez por Assumpção et al. (2002) a partir de 

uma família com três indivíduos afetados, sendo dois meninos diagnosticados com Disgenesia 

Gonadal Parcial 46,XY e uma irmã com Disgenesia Gonadal Pura 46,XY. Além desses 

indivíduos com fenótipo atípico, essa alteração foi encontrada no genitor e em mais três 

irmãos com fenótipo típico de indivíduos 46,XY, indicando uma expressividade variável da 

mesma alteração genética. 

Um outro relato desta alteração foi publicado por Santalha et al. (2014), em um caso 

de indivíduo fenotipicamente feminino com Disgenesia Gonadal Pura 46,XY, apresentando 

puberdade precoce aos 4 anos de idade. 

A alteração p.Arg30Ile na proteína SRY está associada a disgenesia gonadal pura 

46,XY e disgenesia gonadal parcial (Assumpção et al., 2002). 

No que diz respeito ao gene SRY, localizado em Yp11.2, este é responsável por dar 

início a diferenciação das gônadas bipotentes em testículos e é considerado o fator 

determinante para o desenvolvimento das gônadas masculinas em humanos (Sinclair et al., 

1990; Berta et al., 1990). Constituído por um único éxon, o SRY codifica uma proteína de 204 
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aminoácidos, onde está contido um domínio de ligação ao DNA de 80 aminoácidos bem 

conservados da família HMG box (do inglês, high mobility group). O gene SRY também 

regula a função de outros genes envolvidos na diferenciação sexual masculina, como o SOX9, 

e a presença de alterações patogênicas podem estar relacionadas com quadros de disgenesia 

gonadal 46,XY (Sinclair et al., 1990; Pivnick et al., 1992; Cameron; Sinclair, 1997). 

Embora os exames de imagem não revelaram derivados Mullerianos, que é um 

determinante para casos de disgenesia gonadal, não podemos descartar a alteração 

c.89G>T(p.Arg30Ile) no SRY e sua relação com o fenótipo do caso DDSXY-03. A biópsia 

gonadal pode ser um exame importante na elucidação desse caso. 

Como o caso DDSXY-03 apresenta AG, descartamos a possibilidade de disgenesia 

gonadal pura 46,XY. No entanto, a disgenesia gonadal parcial não pode ser descartada neste 

caso. 

 
5.3.2 Caso DDSXY-04 

 
 

O primeiro atendimento deste participante por médico geneticista se deu aos 3 meses 

de vida, ocasião em que a genitora relatou a presença de micropênis e hipospádia. O 

participante é filho único de genitores não consanguíneos sem recorrência familial de AG, e 

foi relatado Síndrome de Down na família de ambos os genitores (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Heredograma do caso DDSXY-04. Caso índice - III-2. Indivíduos II-14 e III-1 - Síndrome de Down. 

 
Ao exame físico, a genitália externa foi classificada em Q2, apresentando gônadas 

palpáveis bilaterais localizadas em bolsa escrotal. Juntamente com o cariótipo 46,XY, 

ausência de derivados mullerianos e dosagens hormonais, foi atribuída a categoria diagnóstica 

DDS 46,XY, com deficiência na síntese e/ou ação dos andrógenos. 
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O NGS revelou a alteração c.565C>T em heterozigose no gene FKBP4, que resulta na 

substituição de uma arginina por cisteína no aminoácido 189 de sua proteína (p.Arg189Cys). 

Esta alteração está reportada no dbSNP (rs141855441), embora sem a descrição da condição 

clínica associada e não está reportada no HGMD e ClinVar. 

O gene FKBP4 está associado com a via de sinalização do AR, onde a proteína 

FKBP4 interage com o AR e chaperona HSP90 (do inglês, heat shock protein 90), 

aumentando a ligação androgênica e regulando a transcrição mediada pelo receptor de 

andrógenos (Nair et al., 1996; Cheung-Flynn et al., 2005; Leon et al., 2011). As principais 

chaperonas relacionadas à ação androgênica são HSP70, HSP90, HSP40 e FKBP4, estas são 

essenciais para o estabelecimento da ligação do complexo hormônio/receptor, translocação do 

complexo do citoplasma para seu sítio de ação nuclear, acelerar a transcrição mediada pelo 

AR e manutenção da proteína AR (Nitsche; Hiort, 2000; Heemers; Tindall, 2007). Estas 

chaperonas têm sido estudadas em relação à sua atuação nos mecanismos de atividade 

androgênica (Cheung-Flynn et al., 2005; Beleza-Meireles et al., 2007). 

Ilaslan et al. (2020) propuseram que o gene FKBP4 é um forte candidato à Síndrome 

da Insensibilidade Parcial aos Andrógenos (SIPA) em casos sem alterações patogênicas no 

gene AR. Os autores descreveram um caso clínico com uma alteração em heterozigose no 

FKBP4 (c.956T>C / p.Leu319Pro) para a qual a análise preditiva, juntamente com 

características clínicas e dosagem hormonal, os levou a inferir que esta seja a provável causa 

para SIPA neste paciente, que possui o gene AR sem alterações. 

 
Quadro 5. Classificação da alteração p.Arg189Cys, no gene FKBP4, conforme algoritmos utilizados. 

Algoritmo Resultado Classificação/Score 

  Deletéria Neutra 

SIFT 0,01 <0,05 >0,05 

PolyPhen-2 0,4 1.0 0.0 

 

As análises preditivas in silico (Quadro 5) revelaram que a alteração p.Arg189Cys é 

provavelmente patogênica e que afeta a função da proteína, sendo uma possível causadora da 

condição clínica apresentada pelo paciente. Com esses resultados, podemos inferir que a 

alteração identificada no gene FKBP4 do caso DDSXY-04 pode estar relacionada com o 

fenótipo do paciente, que é compatível com SIPA. Entretanto, somente a análise funcional da 

proteína FKBP4 alterada poderá confirmar o real efeito da alteração p.Arg189Cys. 
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5.3.3 Caso DDSXY-07 

 
 

A primeira consulta deste participante no ambulatório de genética se deu aos 11 meses 

de vida, ocasião em que a genitora apresentou queixa acerca da presença de micropênis, 

hipospádia e criptorquidia. O participante é filho único de genitores não consanguíneos e não 

há relato de casos semelhantes na família (Figura 8). 

 

 
 

 

Figura 8. Heredograma do caso DDSXY-07. Paciente afetado indicado em III-5. 

 

No exame físico, foi observada ambiguidade genital (Q3) e gônadas palpáveis 

bilaterais localizadas na bolsa escrotal. Na ocasião, também foi observada prega epicântica e 

ponte nasal baixa sem outras alterações. A hipótese diagnóstica foi de Síndrome da 

Insensibilidade Parcial aos Andrógenos ou Deficiência do 5-α redutase tipo II, sendo 

descartada após o sequenciamento dos genes AR e SRD5A2. 

Através do NGS, foi identificada uma heterozigose no éxon 18 do gene DHX37, a 

alteração c.2389C>G, que resulta na substituição de uma leucina por valina no aminoácido 

797 (p.Leu797Val) da proteína DHX37. Essa alteração está reportada no dbSNP 

(rs372590008) e relatada no ClinVar como uma variante de significado incerto, porém não 

está reportada no HGMD. 

O gene DHX37 codifica uma helicase de RNA que desempenha importante papel na 

biogênese ribossomal, influenciando a função essencial do ribossomo de traduzir o mRNA em 

proteínas. A DHX37, semelhante a outras helicases de DNA, atua no recrutamento ou 
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dissociação de proteínas ribossômicas, assim como de fatores de ligação (McElreavey; 

Pailhoux; Bashamboo, et al. 2022). 

De uma forma geral, as helicases de RNA não possuem especificidade para um único 

substrato, elas podem trabalhar em associação com diversos cofatores para o recrutamento de 

moléculas específicas de RNA (Sloan; Bohnsack, 2018). Há duas formas das helicases 

desempenharem seu papel: nos complexos pré-ribossomais, realizando a remoção de snoRNA 

(do inglês, Small Nucleolar RNA) específicos; e durante a formação do ribossomo, dando 

início às mudanças estruturais nas subunidades ribossomais, necessárias para seu 

processamento (Martin et al., 2014). 

Recentemente, alterações não sinônimas em heterozigose no gene DHX37 foram 

relacionadas à quadros de DDS 46,XY. Da Silva et al. (2019), sugeriu existir evidência da 

relação deste gene com disgenesia gonadal 46,XY, ao encontrar alterações missense raras, em 

heterozigose,   classificadas como patogênicas ou provavelmente patogênicas em 5 famílias e 

6 casos esporádicos. 

Em 2020 McElreavey et al. identificou alterações patogênicas, em heterozigose, no 

gene DHX37, em indivíduos 46,XY com androgenização reduzida e concluíram que este gene 

é uma nova causa genética autossômica dominante para DDS 46,XY. Por fim, em 2023, 

Oliveira et al. (2023) sugeriram significativa relação do gene DHX37 com DDS 46,XY 

sustentada através da análise preditiva in silico. 

 
Quadro 6. Classificação da alteração p.Leu797Val, no gene DHX37, conforme algoritmos utilizados. 

Algoritmo Resultado Classificação/Score 

  Deletéria Neutra 

SIFT 0,01 <0,05 >0,05 

PolyPhen-2 1.0 1.0 0.0 

Mutation Taster 32 215 0.0 

 

As análises preditivas in silico realizadas com três algoritmos (Quadro 6) revelaram 

que a alteração p.Leu797Val no gene DHX37 é provavelmente patogênica, afeta a função da 

proteína, sendo uma possível causadora da condição clínica. Esses resultados apontam para 

uma possível relação dessa alteração com o fenótipo do caso DDSXY-07. 

Assim como no caso DDSXY-03, a biópsia gonadal pode ser um exame importante na 

elucidação deste caso, uma vez que os exames de imagem não revelaram derivados 

Müllerianos e as alterações identificadas no gene DHX37 têm sido reportadas em casos de 

disgenesia gonadal parcial. Além disso, por tratar-se de um gene novo relacionado a DDS e 
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pelos poucos estudos reportados na literatura, a análise funcional é uma ferramenta importante 

para o entendimento do efeito da alteração sob a proteína DHX37 alterada. 

 
5.3.4 Caso DDSXY-10 

 
 

O primeiro atendimento deste participante com geneticista ocorreu aos 22 dias de vida, 

ocasião em que os genitores indicaram a ambiguidade genital como queixa. Com sexo de 

criação feminino, a participante é filha única de genitores não consanguíneos, sem relatos de 

recorrência familial do distúrbio (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Heredograma do caso DDSXY-10. Caso índice - IV-3, paciente com sexo social feminino e cariótipo 

46,XY. 

 
Ao exame físico, confirmou-se a ambiguidade genital, que foi classificada como Q4 

na escala de Quigley, com gônadas palpáveis bilateralmente localizadas em região 

labioescrotal. Diante dos exames complementares e quadro clínico observado, foi atribuída a 

categoria diagnóstica de DDS 46,XY com defeito na síntese ou ação dos andrógenos. 

O NGS identificou uma heterozigose no éxon 4 do gene NR5A1, a alteração 

c.250C>G, não descrita previamente na literatura e que resulta na substituição de uma 

arginina por glicina no aminoácido 84 da proteína SF1 (p.Arg84Gly). Esta alteração não foi 

encontrada no dbSNP, não está reportada nas bases ClinVar e HGMD. 

O gene NR5A1, locus 9q33.3, codifica a proteína SF1 (do inglês, Steroidogenic factor-

1), um fator de transcrição que se liga ao TESCO do SOX9, o auxiliando na interação com seu 

próprio promotor. Diante dessa interação, ocorre um feedback positivo nas células de 
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Sertoli que garante sua expressão em altos níveis, contribuindo fundamentalmente na 

esteroidogênese e no desenvolvimento sexual, como um regulador em etapas do 

desenvolvimento adrenal e gonadal (Achermann et al. 2002; Sekido; Lovell-Badge, 2008). 

Alterações patogênicas no gene NR5A1 são associadas na literatura a quadros de DDS 

46,XY. Estas alterações resultam em variados fenótipos, como defeitos na produção de 

andrógenos, disgenesia gonadal, hipospadia, anorquia bilateral, entre outros (Fabbri et al., 

2016; Fabbri-Scallet et al., 2018; Robevska et al., 2018). 

No aminoácido 84 da proteína SF1, estão reportadas no HGMD as alterações 

p.Arg84His e p.Arg84Cys. A alteração p.Arg84His foi relacionada a um quadro de sub-

androgenização com ambiguidade genital, publicada por Köhler et al. (2008) e a alteração 

p.Arg84Cys, publicado por Reuter et al. (2007) relacionada a disgenesia gonadal parcial. 

As análises preditivas in silico realizadas com três algoritmos (Quadro 7) revelaram 

que a alteração p.Arg84Gly no gene NR5A1 é provavelmente patogênica, afeta a função da 

proteína, sendo uma possível causadora da condição clínica. 

 
Quadro 7. Classificação da alteração p.Arg84Gly, no gene NR5A1, conforme algoritmos utilizados. 

Algoritmo Resultado Classificação/Score 

  Deletéria Neutra 

SIFT 0,00 <0,05 >0,05 

PolyPhen-2 1.0 1.0 0.0 

Mutation Taster 94 215 0.0 

 

Por ser uma alteração nunca descrita, faz-se necessário estudos complementares para o 

entendimento do seu efeito sobre a proteína SF-1 e sua possível associação com o fenótipo de 

do paciente. Com base nos resultados da análise preditiva in silico, não podemos descartar sua 

relação com o fenótipo do caso DDSXY-10. 

Assim como nos casos DDSXY-03 e DDSXY-07, a biópsia gonadal pode ser um 

exame importante na elucidação deste caso, uma vez que os exames de imagem não revelaram 

derivados Müllerianos e alterações no gene NR5A1 são reportadas, em sua grande parte, em 

casos de disgenesia gonadal parcial. 

 
5.4 Casos de DDS 46,XY sem etiologia esclarecida 

 
 

Os DDS 46,XY são conhecidos pela complexidade genética e sobreposição fenotípica. 

A investigação molecular é fundamental para a elucidação diagnóstica desses casos, contudo, 
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mesmo com métodos avançados de investigação molecular, casos sem diagnóstico etiológico 

esclarecidos apresentam-se numa frequência variável entre 33%-80% (Hughes, 2008; Ahmed 

et al., 2013; Gazzaneo et al., 2016; Gomes, 2022). 

Neste estudo, 40% da amostra apresentou alterações em genes que são fundamentais 

na determinação/diferenciação do sexo e seguem em investigação da possível correlação 

genótipo-fenótipo. Já 60% permanecem em investigação visando a identificação de alterações 

patogênicas que possam justificar o fenótipo. A análise funcional das alterações aqui 

identificadas são necessárias para a correta correlação genótipo-fenótipo em cada caso. 
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6 CONCLUSÕES 

 
 

● O sequenciamento Sanger não revelou alterações patogênicas no gene HSD17B3 nos 

dez casos investigados; 

● O NGS revelou alterações nos casos DDSXY-03, DDSXY-04, DDSXY-07 e 

DDSXY-10; 

● Os casos DDSXY-01, DDSXY-02, DDSXY-05, DDSXY-06, DDSXY-08 e DDSXY-

09, não apresentaram alterações através do NGS e permanecerão em investigação. 

● As alterações p.Arg189Cys na proteína FKBP4; p.Leu797Val na proteína DHX37 e 

p.Arg84Gly na proteína SF1 se mostraram patogênicas nas análises preditivas in 

sílico. 

● Investigações complementares serão fundamentais para a correta correlação 

genótipo/fenótipo. 

● Os resultados deste estudo reforçam a complexidade da elucidação etiológica dos 

DDS 46,XY. 
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