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_Resumo

As patologias do desenvolvimento sexual (PDS) cujos primeiros estudos foram
iniciados no Departamento de Genética Humana (DGH) em 1991, constituem
um grupo heterogéneo de doengas congénitas caracterizadas por alteragdes no
Sexo cromossomico, gonadal e/ou anatémico. A sua incidéncia global é estima-
da em 5/1.000 nascimentos, variando, contudo, em fungao de caracteristicas
fenotipicas, desde a presenga de hipospadias (cerca de 1/250 nascimentos do
sexo masculino), a manifestagdes muito raras, como a disgenesia gonadal com-
pleta (1/50.000). A marcada sobreposigéo fenotipica e a heterogeneidade gené-
tica destas patologias dificultam o diagnéstico clinico e a orientagéo adequada
dos doentes.

Esta sinopse de revisitacdo de doentes com PDS, sumariza os resultados
do estudo molecular da hiperplasia suprarrenal congénita (CAH - Congenital
Adrenal Hyperplasia), iniciado em 2002, num total de 411 doentes (em idade
pediatrica), e reflete sobre o impacto da recente implementagéo, em 2019, de
uma abordagem molecular multigénica por sequenciagéo de nova geracao (NGS)
na Unidade de Genética Molecular, no estudo mais alargado de outras PDS,
comparativamente a metodologia cléssica sequencial gene-a-gene. Atualmente,
séo analisados 40 genes, organizados em sete subpainéis: determinagao primaria
do sexo, diferenciagdo sexual, esteroidogénese, infertilidade masculina ou
feminina associadas a hipogonadismo hipogonadotrépico, e faléncia ovarica
prematura. Até a data, foram estudados por NGS 58 doentes com manifestacoes
fenotipicas e endocrinolégicas caracteristicas destas doengas raras (excluindo
a CAH, ndo estudada por NGS). Foram identificadas 18 variantes patogénicas
em 15 doentes, em 10 genes diferentes, e uma variante de significado clinico
incerto no gene AR.

Concluimos que a NGS aumentou a taxa de detegdo de variantes patogénicas
e reduziu o tempo de resposta, potenciando significativamente o diagndstico
molecular das PDS, contribuindo assim para uma orientagao clinica mais pre-
cisa, incluindo o aconselhamento genético e apoio na tomada de decisdes re-
produtivas.

_Abstract

Disorders of sexual development (DSD), whose initial studies began at the
Department of Human Genetics (DGH) in 1991, are a heterogeneous group
of congenital conditions characterised by alterations in chromosomal,
gonadal and/or anatomical sex. Their overall incidence is estimated at 5
per 1,000 births; however, the incidence differs according to phenotypic

characteristics — ranging from the presence of hypospadias (approxima-
tely 1 in 250 male births) to very rare manifestations such as complete
gonadal dysgenesis (1/560,000). The significant phenotypic overlap and
genetic heterogeneity of these disorders make the clinical diagnosis and
appropriate patient management challenging.

This synopsis revisits the patients studied with DSD and, besides briefly
summarizing the molecular studies of congenital adrenal hyperplasia
(CAH), initiated in 2002, involving a total of 411 pediatric patients, aims
to reflects on the impact of the recent implementation, in 2019, of a multi-
gene molecular approach using next-generation sequencing (NGS) in the
Molecular Genetics Unit, which has expanded the study into other DSD,
when compared to the traditional sequential gene-by-gene methodology.
Currently, 40 genes are analyzed, arranged into seven sub-panels: primary
sex determination, sexual differentiation, steroidogenesis, male or female
infertility associated with hypogonadotropic hypogonadism, and premature
ovarian failure. To date, 58 patients with phenotypic and endocrinological
features characteristic of these rare disorders (excluding CAH, not studied
by NGS) have been studied using NGS. Eighteen pathogenic variants were
identified in 15 patients, involving 10 different genes, along with one variant
of uncertain clinical significance in the AR gene.

We concluded that NGS increased the detection rate of pathogenic
variants and reduced turnaround time, significantly enhancing the mole-
cular diagnosis of PDS, thereby contributing to more accurate clinical
management, including genetic counselling and support for reproductive
decision-making.

_Introdugéo

O desenvolvimento sexual normal, essencial em mdltiplas ver-
tentes do Homem, caracteriza-se por um processo sequencial
e altamente regulado, iniciando-se apos a fertilizagdo do 6vulo
pelo espermatozoide, com o estabelecimento do sexo cromos-
somico. Compreende a diferenciacéo das gonadas primordiais
em testiculos ou em ovarios, o desenvolvimento dos 6rgéos
genitais internos e externos e a diferenciac@o sexual secundé-
ria, culminando na formacéao completa do fenétipo sexual do
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individuo (masculino ou feminino). Alteracdes genéticas que
perturbem qualquer uma destas etapas — seja em genes que
desencadeiam ou regulam o desenvolvimento das génadas, 0s
restantes ¢rgaos genitais internos ou externos, ou as vias de
biossintese ou a agdo hormonal ou endocrinoldgica — podem
comprometer o desenvolvimento sexual normal, originando
manifestacoes patoldgicas designadas por patologias do
desenvolvimento sexual (PDS).

Assim, as PDS constituem um grupo bastante heterogéneo
de manifestagbes clinicas nas quais 0 sexo cromossémico,
gonadal e/ou anatémico pode ser atipico. Estas patologias
possuem elevada sobreposicao fenotipica e a possibilidade de
ocorrerem em diferentes fases do desenvolvimento humano,
desde o periodo embrionario até a idade adulta - podendo
ocorrer genitais externos ambiguos, disgenesia gonadal, virili-
zacdo e masculinizagao antecipadas, puberdade precoce, tar-
dia ou ausente, ginecomastia, infertilidade (sem manifestacdes
fenotipicas aparentes), entre outras — o que dificulta o diagnés-
tico clinico, mas torna o diagndstico molecular essencial, tanto
para a orientacéo clinica adequada, como para uma melhor
integracao social e familiar, e até para a decisao reprodutiva de
cada individuo. A sua prevaléncia global é estimada em cerca
de 5 por 1000 nascimentos, embora varie significativamente
entre os diferentes fenotipos: por exemplo, as hipospadias
ocorrem em cerca de 1/250 nascimentos do sexo masculino,
enquanto outras condi¢des clinicas raras, como a disgenesia
gonadal, podem variar de 1/20.000 a 50.000 nascimentos (1:2).

O estudo molecular das PDS, iniciou-se em 1991 no Departa-
mento de Genética Humana (DGH) do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), e, num primeiro periodo,
compreendeu a caracterizacdo de cromossomas Y estrutural-
mente anormais, presentes, predominantemente, em doentes
com 6rgaos genitais externos indefinidos, em homens inférteis
ou em doentes com sindrome de Turner. Posteriormente, e
mantendo-se a abordagem anterior nos casos aplicaveis, a
analise molecular expandiu-se para o estudo de diversos genes,
refletindo a data a sua descoberta (ex. SRY, AR, KAL1/ANOST,
GNRHR), em doentes cujos fenétipos tipicos de PDS careciam
de identificacdo da sua causa primaria, proporcionando um
diagnastico clinico mais objetivo.

Embora esta sinopse ndo aborde os estudos moleculares em
homens inférteis, que compreendem a andlise das regides
AZF do cromossoma Y implicadas na espermatogénese,
realizados no DGH desde 1992, importa destacar os desenvol-
vimentos subsequentes da caracterizac@o de delecdes nestas
regides, nomeadamente o contributo pioneiro, em 2002, na
identificagdo de microdelegdes parciais em AZFc associadas a
oligozoospermia e a subsequente caracterizagao da diversida-
de gendémica das mesmas cujos resultados foram publicados
em 2007 (3:4),

Merece ainda particular énfase, o estudo molecular da hiper-
plasia suprarrenal congénita (CAH), associada a deficiéncia
em 21-hidroxilase, iniciado pela primeira vez em Portugal no
DGH em 2002, cujos primeiros resultados foram publicados
a nivel internacional em 2006 (5).

Nos ultimos anos, a implementagao da Sequenciacao de Nova
Geragao (NGS - Next Generation Sequencing), a qual propor-
ciona o estudo simultaneo de multiplos genes e de diferentes
doentes com diferentes fendtipos, tem impulsionado de forma
significativa o aprofundar do conhecimento sobre as causas
genéticas que constituem a base molecular das doencas raras
em causa, proporcionando tempos de resposta e custos signi-
ficativamente inferiores, comparativamente as metodologias
anteriormente usadas.

_Objetivos

Neste trabalho, pretendeu-se resumidamente contextualizar os
estudos moleculares realizados no Departamento de Genética
Humana (DGH) do INSA desde 1991 para diferentes patologias
do desenvolvimento sexual (PDS), com incidéncia concisa nos
resultados da andlise molecular da hiperplasia suprarrenal
congénita associada a deficiéncia em 21-hidroxilase, e analisar
0 impacto da implementacéo, em 2019, na Unidade de Genéti-
ca Molecular do DGH, de uma abordagem multigénica por
NGS no estudo mais alargado das PDS, em comparacao com
a metodologia classica sequencial gene-a-gene.
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_Abordagem metodoldgica

Ao longo das diferentes décadas, acompanhando o
conhecimento cientifico internacional e a evolugao tecnologica,
recorreu-se sempre as metodologias que proporcionavam 0s
melhores resultados, entre as quais o Southern blotting, muito
usado nos estudos iniciais, a PCR, a sequenciacao de Sanger
e 0 MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification),
que, embora numa abordagem monogénica de estudo dos
principais genes, conduziram a resultados clinicamente

relevantes e definitivos para muitos doentes.

A recente implementacdao da NGS, usando um painel
multigénico customizado, o qual inclui 40 genes associados
a PDS (excluindo o gene CYP21A2 associado a CAH),
organizados em subpainéis especificos (tabela 1), visou
caracterizar, a nivel molecular e, de forma abrangente, as
doencas raras em causa. Esta nova metodologia tem sido
realizada de acordo com o protocolo AmpliSeq (lllumina®. A
validagao inicial da mesma foi baseada no uso de 61 amostras
controlo com a detecao de mdltiplas variantes presentes nas

mesmas e em diferentes genes, variantes essas previamente
identificadas pelas metodologias tradicionais acima referidas,
tendo-se obtido uma sensibilidade e especificidade de
100%. Nos doentes estudados (58 casos index) as variantes
detetadas por NGS foram confirmadas por sequenciacdo de
Sanger, assim como todas as regides com cobertura <20x.

No ambito da CAH realca-se o estudo, de ambito nacional, de
doentes maioritariamente diagnosticados desde o nascimento
até antes de atingirem 18 anos, cuja genotipagem do gene
CYP21A2, iniciada por Southern-blotting, PCR e sequenciagao
de Sanger evoluiu com a substituicao da primeira metodologia
pelo MLPA, mantendo-se as restantes duas. Estes doentes
foram clinicamente classificados de acordo com as trés formas
da CAH, ou seja, CAH com perda de Sal (CAH-PS, n=83),
forma simplesmente virilizante (CAH-SV, n=61) e forma néo
classica (CAH-NC, n=267), totalizando 411 doentes.

Tabela 1: [ Painéis de genes para as patologias do desenvolvimento sexual concebidos para andlise por sequenciagdo de nova geragao.

Designacgao da patologia
ou do painel

Determinagao primaria do
Sexo

Painel de genes

ATRX, DHH, DMRT1, LHCGR, MAP3K1, NROB1, NR5A1, SOX9, SRY, WNT4, WT1

AMH, AMHR2, AR, ATRX, BMP15, CYP17A1, CYP19A1, DHH, DMRT1, FSHR, HSD17B3, INSL3, LHCGR,

Diferenciagcao sexual

Esteroidogénese

Hipogonadismo
hipogonadotroéfico

Faléncia ovarica prematura

Infertilidade masculina
e Hipogonadismo
hipogonadotréfico

Infertilidade feminina
e Hipogonadismo
hipogonadotroéfico

MAMLD1, MAP3K1, NROB1, NR5A1T, RXFP2, SRD5A2, SRY, STAR, WT1

CYP11A1, CYP11B1, CYP17A1, CYP19A1, HSD3B2, HSD17B3, NROB1, NR5A1, POR, STAR

ANOS1, CHD7, FGFR1, GNRHR, IL17RD, LHCGR, NROB1(DAX1), PROKR2, SOX10, SPRY4, TAC3

BMP15, FOXL2, FSHR, LHCGR, NOBOX, NR5A1, WNT4

ADGRG2, ANOS1, CFTR, CHD7, DMRT1, FGFR1, FSHR, GNRHR, IL17RD, INSL3, LHCGR, NROB1,
NR5A1, PROKR2, RXFP2, SOX10, SPRY4, TAC3, TEX11

CHD7, FGFR1, FSHR, GNRHR, IL17RD, LHCGR, NR5A1, PROKR2, SOX10, SPRY4, TAC3
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_Resultados

Conforme referido anteriormente, esta sinopse compreende 0s
resultados da analise molecular, por NGS, de 58 doentes com
diferentes diagnésticos clinicos compativeis com as patologias
do desenvolvimento sexual mais raras, e de 411 doentes com
CAH diagnosticada em idade pediétrica.

Dos 58 doentes, 18 tinham sido previamente estudados na
Unidade de Genética Molecular (UMO), por PCR e sequencia-
cao de Sanger, para 0s principais genes associados a PDS,
nao tendo entédo sido identificadas variantes patogénicas nos
seguintes genes: ANOST, AR, GNRHR, SRY e CYP21A2.

Com a NGS foi possivel estabelecer o diagndstico genético em
8 destes 18 doentes (44,4%), em 10 genes distintos: ANOST,
AR, CYP17A1, FGFR1, GNRHR, HSD17B3, LHCGR, NROB1,
NR5AT e SRD5A2 (tabela 2). Destes genes, seis ndo eram
previamente estudados na UMO. Excetuando trés variantes
patogénicas e a variante de significado clinico incerto no AR
(tabela 2), as restantes, embora raras, encontram-se descritas
na literatura associadas a fendtipos semelhantes aos dos
doentes em causa. A andlise global levou & identificagdo de al-
teracdes associadas as doencas raras em causa em 16 dos 58
doentes (27,6%), resultado equivalente aos dados da literatura
internacional (tabela 2).

Tabela 2: [ Principais caracteristicas clinicas e variantes patogénicas identificadas em doentes com PDS estudados por

sequenciagdo de nova geragéo.

Testiculos nas pregas escrotais, genitais externos

Genitais externos femininos, parcialmente virilizados,
cliteromegalia. Testiculos no canal inguinal. Possivel

anexectomia bilateral aos 28A. Episodio de hiponatremia

Genoétipo

HSD17B3:c.[c.645A>T];[876_877dup]

HSH17B3:C.[27TT+4AST][277+4A>T]

LHCGR:c.[1660C>T];[1660C>T]
AR:c.[1174C>T];[0]

HH com anosmia e fenda l&bio-alvéolo-palatina bilateral

Genitais externos femininos, cliteromegalia, vagina
encurtada e agenesia mulleriana. Orquidectomia (9A)

Genitais externos femininos. Agenesia uterina. Atraso
DP. Retiradas gonadas bilaterais compativeis com
Genitais externos femininos, testiculos intra-abdominais

Hipospadia penoescrotal, micropenis, testiculos nos
canais inguinais, criptoquidismo bilateral. Atraso DP

Irma mais velha 46,XY SRY+ sem estudos moleculares.

HH, 6rgéos genitais masculinos pré-puberes. Irma com

Atraso DP e amenorreia primaria. Ovario e Utero

|dad S
1D (3:05 F?;C') Cariotipo Dados clinicos
PDS-NGS1 22m F 46,XY
femininos
PDS-NGS2 29 F 46,XY
PAIS
Genitais externos femininos. Histerectomia e
PDS-NGS3 48 F 46,XY
com internamento hospitalar
PDS-NGS4 31 F 46,XX
PDS-NGS5 48 F 46,XY
PDS-NGS6 2 F 46,XY
testiculos e retiradas estruturas wolffianas.
PDS-NGS7 13m F 46,XY
PDS-NGS8 16 M 46,XY
Criptorquidia (6A) com orquidectomia bilateral,
PDS-NGS9 42 M 46,XY ) .
ginecomastia, HH
PDS-NGS10 5m 46,XY Hipospadias, micropénis, génadas nas bolsas
PDS-NGS11 21 46,XY HH, criptorquidia bilateral operada na infancia
PDS-NGS12 15 46,XY Atraso DP. Perda de sal
PDS-NGS13 50 F 46,XY X i
Pais consanguineos
PDS-NGS14 38 F 46,XY PAIS
PDS-NGS15 16 M 46,XY o em e
amenorreia primaria e HH
PDS-NGS16 48 F 46,XX presentes. HTA diagnosticada aos 27A. Pais
consanguineos

FGFR1:c.[2174G>A];[=]

LHCGR:c.[55_56insN[33]];[55_56insN[33]] (a)

NR5AT:c.[2561G>A];[=]

AR: ¢.[2599G>A];[0]

NR5AT: ¢.[443_456del];[=]

GNRHR:c.[851A>G];[851A>C]

AR: ¢.[1826G>A];[0]
ANOST: c.[34dup];[0]
NROBT: ¢.[1292del];[0]

SRD5A2: ¢.[377A>GL[377A>G]
AR:c.[2082G>T];[0] VUS

GNRHR: ¢.[317A>GL[401T>G]

CYP17A1: ¢.[286C>T];[286C>T]

Sexo Fen. - Sexo fenotipico; m - meses; PAIS - Sindrome de Insensibilidade parcial aos androgénios; HH - Hipogonadismo hipogonadotrofico;
Atraso DP - Atraso do desenvolvimento pubertario; HTA - Hipertensao arterial; VUS - variante de significado clinico desconhecido.

(a) LHCGR:c.[65_56insTGCTGAAGCTGCTGCTGCTGCTGCAGCTGCAGC];[565_56insTGCTGAAGCTGCTGCTGCTGCTGCAGCTGCAGC]
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Os resultados do estudo molecular dos doentes com CAH
revelou uma enorme diversidade de gendtipos, a qual é
caracteristica do gene em causa. Neste ambito, as trés altera-
¢coes mais frequentes detetadas em CYP21A2, associadas
as trés formas da doenca, foram: ¢.293-13C>G, associada
a CAH-PS, ¢.518T>A, associada a CAH-SV, e ¢.844G>T,
associada a CAH-NC. Estas alteragbes coincidem com 0s
dados da literatura internacional para a populacao de origem
caucasiana, tendo-se obtido também uma elevada taxa de
correlacdo gendtipo/fendtipo, similar ao descrito na literatura
(CAH-PS: 87,9%; CAH-SV: 60,7% e CAH-NC: 71,9%).

_Discusséo

A aplicacéo da NGS as PDS referidas, resultou numa melhoria
substancial da taxa de diagnéstico molecular nos doentes
em causa e evidenciou uma grande diversidade na natureza
das variantes patogénicas identificadas (frameshift, missense,
nonsense, splicing, insercao, delecado), confirmando a hetero-
geneidade genética subjacente a estas patologias, reflexo
também da diversidade de genes analisados.

Um caso particularmente relevante foi o da doente PDS-NGS3,
que apresentou um gendtipo nao descrito na literatura e asso-
ciado a dois genes com modos de heranca distintos, ou seja,
a presenc¢a de duas variantes patogénicas: uma variante em
homozigotia no gene LHCGR (autossémico recessivo) e uma
variante em hemizigotia no AR (recessivo ligado ao cromosso-
ma X). Ambas as alteragdes, isoladamente, seriam suficientes
para explicar o fenétipo clinico apresentado. A concomitancia
destas alteragOes refletiu ndo s6 a complexidade genética
envolvida, mas também a relevancia de uma abordagem multi-
génica, que permitiu a sua identificagao.

A NGS possibilitou também a avaliagao de risco em familiares
dos doentes. No caso da doente 7, 0 padrédo de hereditarieda-
de, recessivo ligado ao cromossoma X, motivou o estudo fami-
liar em contexto de consulta de genética médica, conduzindo
a identificacé@o da variante na mée, ndo afetada, bem como a
auséncia da alteragao familiar na tia materna. Também para a
doente 6, cuja variante identificada no gene NR5AT esta igual-
mente descrita em individuos 46,XX com menopausa precoce
(PMID: 34095474), foi sugerido o estudo familiar, com vista a
vigilancia clinica preventiva dos seus familiares.

Considerando os resultados globais relativos a CAH, para além
das alteracdes graves associadas de zero a ~3% de atividade
enzimatica identificada nas formas classicas (CAH-PS e -SV),
evidenciou-se que 30% dos doentes com CAH-NC possuem,
num dos seus alelos, alteragdes graves, pelo que, quando
pretenderem ter descendéncia, o respetivo casal (sendo
essencial a genotipagem do gene CYP21A2 no outro elemento
do casal) poderd ter um risco de 25% de ter, em cada gravidez,
descendentes afetados com as formas mais graves da doenga.
Nestes casos, com a contribuicdo da genética médica, podera
ser disponibilizado atempadamente ao casal o respetivo acon-
selhamento genético, assim como o diagndstico pré-natal para
identificacdo do sexo cromossomico e eventual genotipagem
do feto para as alteragdes parentais. No caso do mesmo ser
46,XX e afetado para CAH-PS ou CAH-SV, a terapéutica endo-
crinolégica, desde a idade embrionaria adequada, é essencial
para evitar a virilizagao dos seus 6rgaos genitais externos.

_Conclusoes

A NGS constitui uma metodologia de primeira linha no contexto
do diagnéstico molecular da diversidade das PDS, permitindo
a analise simultanea de multiplos genes, com aumento da taxa
de detecdo de variantes patogénicas, incluindo em genes nao
estudados por rotina numa primeira abordagem gene-a-gene.
Permite, inclusivamente, a identificacdo de gendtipos mais
complexos, em que diversas alteragdes podem contribuir para
o fendtipo, proporcionando, de forma célere, o estudo de
doencas hereditarias digénicas e oligogénicas.

Comparativamente a analise sequencial gene-a-gene, a NGS
oferece resultados mais rapidos e a custos inferiores, aumen-
tando a probabilidade de se identificar a causa genética des-
tas doencas e, consequentemente, estabelecer ou confirmar
o diagnéstico clinico. Tal facto é determinante para reduzir o
periodo de indefinicdo do diagndstico a que estes doentes
e familias frequentemente sédo sujeitos, possibilitando a sua
orientacao clinica relativa a tratamento, opcdes reprodutivas
e aconselhamento genético. Assim, a integragao da NGS na
préatica clinica representa um avanco significativo na aborda-
gem das patologias do desenvolvimento sexual, com impacto
direto na gestao clinica dos doentes e seu aconselhamento,
bem como na avaliacdo do risco familiar.
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