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Resumo

Introdugdo: A Sindrome de Insensibilidade aos Androgénios (SIA), uma doenca rara de
hereditariedade recessiva ligada ao X, € causada por mutacdes no gene que codifica o recetor
dos androgénios (AR). Esta disfuncao leva a resisténcia dos tecidos-alvo aos androgénios,
impedindo a masculinizacdo e virilizacdo normal num individuo com a constituicao
cromossomica 46,XY. O diagndstico pode ser feito in utero ou na infancia, mas muitos casos
passam despercebidos até a puberdade, quando a amenorreia primaria com desenvolvimento
mamario normal e pélos pubicos e axilares escassos levam ao estudo dessas jovens. A
presenca de uma mutacdo no gene AR é o principal critério diagndstico de SIA. O objetivo
deste trabalho foi estudar geneticamente uma paciente adulta de fendtipo feminino e com

cariotipo 46,XY.

Materiais e Métodos: A paciente em estudo apresentava aparéncia feminina normal, mas com
cariotipo XY e auséncia de Utero e ovarios mas com goénada a esquerda em ecografia. Extraiu-
se ADN leucocitario da paciente e amplificaram-se os exdes 4-8 do gene AR, que foram
sequenciados. Analisou-se a estrutura do ARN mensageiro do AR através da realizacdao de RT-

PCR a partir de ARN leucocitario e sequenciacdo do produto resultante.

Resultados: Foi encontrada uma mutacao c.2173+2T>C, localizada na zona doadora de
splicing do intrao 4, com a substituicao de uma timina por uma citosina. A sequenciacao do
produto de RT-PCR demonstrou uma delecao de 123 nucledtidos do exao 4, com justaposicao
do exdo 5 ao restante exdo 4. A traducdo deste transcrito aberrante produz uma proteina AR
com delecao in-frame de 41 aminoacidos, correspondentes aos residuos 674-714, do dominio

de ligacao da testosterona.

Discussao: Confirmou-se o diagndstico de sindrome de insensibilidade aos androgénios nesta
paciente. A mutacdo encontrada é a primeira mutacdo reportada na posicdo +2 de um intrao
do gene AR. Esta mutacao inativou o local de doacao de splicing do intrao 4 e iniciou um
mecanismo de splicing alternativo na posicao c.2049 do exao 4, e parte do exao foi
eliminada. No recetor dos androgénios, a regido deletada corresponde a grande parte da
hélice 3, cuja presenca é critica para a mudanca conformacional do recetor que facilita a
entrada dos androgénios no nlcleo. A inexisténcia da hélice 3 explica a auséncia de ligacao
fisiologica da testosterona ao seu recetor nesta paciente. Apds o diagndstico de SIA, a
abordagem terapéutica assenta no tratamento da densidade mineral 6ssea mais baixa, na

exérese cirurgica das gonadas masculinas, e no apoio psicologico e aconselhamento genético.

Palavras-chave: Sindrome de Insensibilidade aos Androgénios; amenorreia primaria;

infertilidade; recetor dos androgénios; genética; mutacao; testosterona; endocrinologia
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Abstract

Introduction: Androgen Insensitivity Syndrome (AlS), a rare X-linked recessive disorder, is
caused by mutations in the gene coding the androgen receptor (AR). Its dysfunction leads to
target-tissue resistance to androgens, preventing a normal masculinization and virilization of
a 46,XY individual. Diagnosis can be made in utero or during infancy, but many cases go
unnoticed until puberty, when primary amenorrhea with normal breast development and
scarce axillary and pubic hair lead to assessment of these girls. Demonstration of a mutation
in the AR gene is the main diagnostic criteria for AIS. The aim of this study was to genetically

study an adult patient with a female phenotype and 46,XY karyotype.

Materials and Methods: The patient presented a normal female appearance, but with an XY
karyotype and absence of a uterus and ovaries, but with a gonad on the left, demonstrated by
ultrasound. Leukocyte DNA was extracted from the patient and exons 4-8 of the AR gene were
amplified and then sequenced. The structure of the messenger RNA was analyzed using RT-

PCR with leukocyte RNA with subsequent sequencing of the resulting product.

Results: A ¢.2173+2T>C mutation was found, located at the splice donor site of intron 4, with
the substitution of a thymine for a cytosine. Sequencing of the RT-PCR product demonstrated
a 123-nucleotide deletion in exon 4, with exon 5 being spliced directly to the remaining exon
4. Translation of this aberrant transcript produces an AR protein with an in-frame deletion of

41 aminoacids, corresponding to residues 674-714, in the testosterone-binding domain.

Discussion: The diagnosis of AIS was confirmed in this patient. This is the first reported
mutation at the +2 position of an intron in the AR gene. This mutation inactivated the donor
splice region of intron 4 and initiated an alternative splicing at position ¢.2049 of exon 4, and
part of the exon was deleted. In the androgen receptor, the deleted region corresponds to
the majority of helix 3, and its presence is critical to the conformational change of the
receptor that enables the entry of androgens into the nucleus. The inexistence of helix 3
explains the absence of physiological binding of testosterone to its receptor in this patient.
After the diagnosis of AlS, the therapeutic approach is based on the treatment of the lower
bone mineral density, in the surgical removal of the male gonads, and in psychological

support and genetic counseling.

Keywords: Androgen Insensitivity Syndrome; primary amenorrhea; infertility; androgen

receptor; genetic; mutation; testosterone; endocrinology
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1. Introducao

Certas condicoes clinicas surgem devido a resisténcia completa ou parcial a acdo de
hormonas por incapacidade da sua ligacao ao seu recetor e/ou sua ativacao. Nestes casos, a
concentracdao da hormona no sangue é normal mas o seu efeito clinico é subnormal. A
resisténcia dos tecidos-alvo aos androgénios testosterona e o seu produto 5a-
dihidrotestosterona (DHT), por disfuncdo do recetor nuclear dos androgénios, provoca a
Sindrome de Insensibilidade aos Androgénios (SIA), ou sindrome de feminizacdo testicular,
descrita pela primeira vez em 1953 (1).

A SIA é também a causa mais comum de distirbio do desenvolvimento sexual em
individuos 46,XY (2), embora as estimativas da prevaléncia variem na literatura. Numa série
populacional holandesa foi calculada uma prevaléncia entre 1:40 800 a 1:99 000 casos (3).

Mutacdes no gene que codifica o recetor dos androgénios provocam varios graus de
insensibilidade aos androgénios, de hereditariedade recessiva ligada ao X, embora 30% sejam
mutacdes esporadicas (4). O fenotipo classico é o de insensibilidade total, ou Sindrome de
Insensibilidade Completa aos Androgénios (SICA): uma mulher normal com vagina cega, apesar
do cariotipo XY, sem Utero ou ovarios mas com testiculos intra-abdominais que produzem
testosterona em concentracdes dentro do intervalo adequado de um homem dessa idade que
é eficazmente metabolizada em DHT (4). Geralmente sdao mais altas que mulheres normais,
com uma altura entre a média da populacdo feminina e a média da populacao masculina (5).

A SIA pode ainda ser parcial (SIPA), originando um espetro alargado de graus de
masculinizacao dos genitais externos devido a resposta variavel aos androgénios (6), ou ligeira
(SILA), em rapazes que apresentam ginecomastia na adolescéncia ou infertilidade anos mais
tarde.

O diagnéstico de SIA pode ser feito in utero, quando o fenétipo feminino observado na
ecografia estd em desacordo com o cariotipo do feto (46,XY). Na infancia, as apresentacoes
clinicas mais comuns sdo hérnias inguinais - de ocorréncia rara no sexo feminino, sendo 1,1%
manifestacao de SICA (7) - ou massas labiais contendo testiculos. Atualmente recomenda-se a
realizacdo de cariotipo ou biopsia do conteldo do saco herniario em todas as meninas com
hérnias inguinais para excluir a possibilidade de SICA (8).

Ainda assim, em muitos casos ndo existe sequer suspeita do diagnostico até a chegada
da puberdade, quando a amenorreia primaria com desenvolvimento mamario normal e pélos
pubicos e axilares escassos leva ao estudo dessas jovens.

A presenca de uma mutacao no gene AR é agora o principal critério diagnostico de SIA
(9). Este gene codifica uma proteina que apresenta a mesma designacao - proteina recetora
dos androgénios (Androgen Receptor - AR). O AR pertence a superfamilia dos recetores
nucleares que ativam a transcricdo de genes como resposta a ligacao da sua hormona (4). O
desenvolvimento masculino primario normal antes do nascimento (masculinizacdo) e o

desenvolvimento sexual masculino secundario durante a puberdade (virilizacdo) s6 podem
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ocorrer se existirem androgénios que atuem nos tecidos-alvo, o que requer a presenca de um
recetor funcionante (10).

O gene AR localiza-se no cromossoma Xq11-12 e tem um comprimento de
aproximadamente 90kb, mas apenas 2760 nucleotidos codificam a proteina AR de 919
aminoacidos e 4 dominios funcionais estruturalmente distintos (Figura 1). O dominio N-
terminal (NTD, codificado pelo exao 1) esta envolvido na transativacdo de genes-alvo dos
androgénios, o dominio de ligacdo ao ADN (DBD, codificado pelos exdes 2 e 3) permite a
ligacdo ao ADN, o local de ligacdo ao ligando esta na porcao C-terminal da proteina (LBD,
codificado pelos exdes 4-8), e a regiao charneira (coddes 628-669, nos exodes 3 e 4) une o

local de ligacao ao ADN com o de ligacao ao ligando (11).

Exons 1 ; G R 2
Introns (kDa) 96.5
human AR gene [ - — &
< Start

human AR protein |' NTD
1 568 624 676 919 aa-residues

Figura 1. Gene do recetor dos androgénios e respetiva proteina. Estdo representados os quatro dominios
da proteina: NTD, dominio N-terminal; DBD, dominio de ligacdo ao ADN; LBD, dominio de ligacdo ao

ligando. Reproduzido com autorizacao (12).

Atendendo ao desfasamento temporal que pode ocorrer até ao diagnostico correto de
SICA e a difusao dos testes genéticos apenas nos Ultimos anos, muitas mulheres amenorreicas
e inférteis tém esta doenca sem o saber, o que leva ao risco de desenvolvimento de
complicacoes inerentes a este distUrbio hormonal e de perpetuacdo da doenca na familia
pelas mulheres portadoras.

O objetivo deste trabalho foi estudar o gene AR de uma adulta com fenétipo feminino
e cariotipo 46,XY para estabelecer um diagnostico, e rever a abordagem terapéutica e
psicologica a ter com uma paciente em quem se confirma o diagndstico de SIA. Reportamos a
primeira mutacdo na posicdo +2 de um intrdao do gene AR, com analise da estrutura do ARNm
e da proteina mutantes, que reforca a importancia da manutencdo de sequéncias de splicing

especificas para a correta expressao do gene.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Caraterizacao clinica

Foi observada uma paciente de 34 anos de idade em consulta de Endocrinologia no Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra, por antecedentes de amenorreia primaria e
infertilidade.

Iniciou o desenvolvimento mamario aos 12 anos, e desenvolveu escassos pélos pubicos e
axilares. Casou aos 21 anos e nunca conseguiu engravidar. Negava qualquer terapéutica
hormonal. Apresentava antecedentes de herniorrafia inguinal direita na infancia,
esclerodermia e insuficiéncia varicosa.

Na sua familia, relatava mais casos de amenorreia primaria no ramo materno: a irma de
24 anos, com antecedentes cirlrgicos de correcdo de tetralogia de Fallot e herniorrafia
bilateral na infancia; uma prima materna; uma tia materna; e uma tia-avé materna, operada

a disgerminoma (Figura 2).

SIA/fenotipo feminino

T Y
- 0 e o8 O
60 6o

Mulher portadora

Mulher nao portadora

Desconhecido

Homem

LO00®

Figura 2. Heredograma da familia da paciente. A familia apresenta varios membros afetados pelo
Sindrome de Insensibilidade aos Androgénios, de transmissao recessiva ligada ao X: a irma (IV-5), uma
prima materna (IV-4), uma tia materna (lll-3) e a tia-avo (lI-3). A paciente (caso index) em estudo (IV-6)

esta indicada por uma seta.

A paciente tinha 168 cm de estatura e pesava 84 kg. Apresentava mamas de
conformacdo adulta com areola, normais a inspecao e palpacédo, e pélos pubicos e axilares

escassos, correspondentes ao estadio P2 de Tanner.
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Ao exame ginecoldgico, demonstrava vulva de aspeto normal, vagina normal com boa
troficidade e cerca de 7 cm de comprimento, e auséncia do colo do Utero. O toque vaginal foi
normal, sem detecdo de massas. Como exames complementares de diagndstico, realizaram-se
os doseamentos hormonais da paciente, que revelaram valores de testosterona total e livre
correspondentes ao intervalo normal para um homem e superiores ao limite maximo para uma
mulher (Tabela 1).

Tabela 1. Doseamentos hormonais da paciente.

Hormona (unidades) Valor Valores de referéncia
FSH (mU/mL) 3,8 H<15, M<9,6
LH (mU/mL) 13,0 H<9, M<12
Estradiol (pg/mL) 29,0 H:6-44, M:10-200
Progesterona (ng/mL) 0,4 H<0,6, M<1,5
Prolactina (ng/mL) 8,0 H<18, M<20
Testosterona total (ng/dL) 2,9 H:2,7-11, M:0,1-0,9
Testosterona livre (pg/mL) 10,0 H:13-40, M<3,9
Androstenediona (nmol/L) 2,0 H:0,6-3,7, M:0,5-3,4

Valores de referéncia utilizados pelo Centro Hospitalar Universitario
de Coimbra. H - homem, M - mulher, FSH - hormona foliculo-
estimulante, LH - hormona luteinizante, mU - miliunidade, L - litro,
pg - picograma, ng - nanograma, mL - mililitro, dL - decilitro, nmol -

nanomole

O caridtipo de sangue periférico realizado aos 24 anos de idade foi 46,XY. Foi feita
ecografia endovaginal, que revelou auséncia do Utero e a presenca de uma estrutura alongada
e densa, medindo 27x8mm, que se pensou tratar-se de gdnada esquerda. A direita ndo se
identificou qualquer estrutura correspondente a tecido gonadal.

A paciente foi submetida a gonadectomia da gonada esquerda aos 34 anos, e o estudo
de anatomia patologica da gonada revelou tecido testicular. Ficou medicada com 17B-
estradiol (2mg/dia, via oral) apos a cirurgia para manutencao da troficidade geral do
organismo, manutencao dos carateres sexuais femininos incluindo a mama, e também para

prevencao da osteoporose.
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2.2 Caraterizacao molecular

2.2.1 Amplificacdo e sequenciacdo do gene AR

Foi obtido o consentimento informado da paciente para a realizacdo do estudo e
utilizacdo das suas amostras bioldgicas. Os elementos da sua familia ndo manifestaram
interesse em participar no estudo. O estudo genético foi aprovado pela Comissdo de Etica da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior (Referéncia CE-FCS-2013-
017).

O ADN leucocitario foi extraido a partir de uma amostra de sangue periférico da paciente,
de acordo com o protocolo no Anexo |, e quantificado utilizando o espectrofotometro
NanoPhotometer™ (Implen GmbH, Munique, Alemanha).

Os exdes 4, 5, 6, 7 e 8 do gene AR, e regibes intronicas flanqueantes correspondentes -
escolhidos por corresponderem a regidao hotspot mutacional do AR (sequéncias de ADN de
grande suscetibilidade a mutacées) - foram amplificados por PCR. Cada reacao foi preparada
num volume final de 25 pL DreamTaq Green Buffer (DreamTaq Buffer, Fermentas, Life
Sciences) 1x com 1,5mM de MgCl,, dNTPs (5 mmol/cada) (NZYMix, NzyTech), 0,24 pM de cada
primer (forward e reverse) (StabVida, Portugal), 1U de DNA Polymerase DreamTaq (DreamTaq
Buffer, Fermentas, Life Sciences), agua sem nuclease até perfazer o volume final, e 100 ng de
DNA do caso. As reacdes foram colocadas num termociclador com um programa de PCR
padrao. Amplificou-se um segmento por cada exao utilizando os primers apresentados na
Tabela 2, derivados de sequéncias publicadas (13).

A temperatura de emparelhamento ideal de cada primer foi determinada, testando um
gradiente de temperaturas de 55 a 72°C com ADN de um controlo normal, e escolheram-se as
temperaturas que produziram uma banda de maior intensidade na eletroforese (Tabela 2).

Para cada exdo prepararam-se trés reacoes diferentes: uma com o ADN da paciente, uma
sem ADN (controlo negativo) e outra com ADN de um caso controlo previamente testado
(controlo positivo). Foram analisados 2 pl de produto de PCR de cada reacao por eletroforese,
correndo num gel de agarose a 2% com 5 pL de corante de acidos nucleicos Greensafe
(Nzytech) em Tampao TBE (1x) a 120 volt (V) durante 30 minutos. Os produtos da reacao de
PCR foram purificados enzimaticamente, adicionando 0,5 pL de Exonuclease (Exonuclease I,
Thermo Scientific) e 1 pL de Fosfatase (Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Thermo
Scientific) a 10 yL de produtos de PCR, que foram incubados a 37°C durante 20 minutos,
seguidos de 20 minutos a 80 °C.

Cada reacao de sequenciacao do ADN, duas por cada exao, foi preparada com
aproximadamente 14 ng de ADN do caso, 0,25 pM de primer (Stabvida) e 8 pL de DTCS Quick
Start Master Mix (Genomelab, Beckman Coulter). Os primers utilizados foram os mesmos

utilizados na reacao de PCR. As reacdes foram colocadas num termociclador de acordo com o



Identificacdo de nova mutag¢do na sindrome de insensibilidade aos androgénios

seguinte protocolo: 30 ciclos em que cada ciclo consiste em 20 segundos a 96°C, 20 segundos
a temperatura de emparelhamento de cada primer, e 4 minutos a 60°C.

Seguidamente procedeu-se a precipitacao por etanol e preparacdao das amostras a
sequenciar, de acordo com as instrucdes do fabricante (GenomelLab, Beckman Coulter).

0 método utilizado para sequenciar as amostras consistiu numa temperatura capilar de
50°C, com desnaturacao a 90°C durante 120 segundos, voltagem de injecao de 2,0 kV durante
15 segundos e voltagem de separacao de 4,0 kV durante 70 minutos. Os resultados foram
analisados pelo software Genomelab Genetic Analysis System (Versao 10.2.3, Beckman
Coulter).

Tanto a direcao sense como a antisense de cada fragmento de ADN foram

sequenciadas.

Tabela 2. Primers utilizados na amplificacdo dos exdes e regides intronicas flanqueantes do gene AR.

Nome do Sequéncia Tamanho do Temperatura de
primer produto PCR (pb) emparelhamento (°C)

AR-exon4-F GGAGTTTAGAGTCTGTGACCAGGGA 494 63
AR-exond-R CCCACAGGGTTATGATGAAGACTGCC
AR-exon5-F GGCCAGCCTGGATGGTCCCT 382 72
AR-exon5-R CTGGATTGGCTGGCTGGGGC
AR-exon6-F TCCCTGGAGCACCAGCAGGA 327 63
AR-exon6-R TGTCCAGGAGCTGGCTTTTCCCT
AR-exon7-F AGGCCCCAAGCACACAGACT 371 63
AR-exon7-R CACCTCCCAACAGGTGGTGCC
AR-exon8-F GAGGCCACCTCCTTGTCAACCCTG 294 63
AR-exon8-R GGAACATGTTCATGACAGACTGTACATCA

AR - androgen receptor; pb - pares de bases; °C - graus Celsius; F - forward; R - reverse; PCR -

Polymerase Chain Reaction

2.2.2 Estudo do ARN e ADNc

Para estudo do efeito da mutacdo no processamento do ARN do gene AR, foi extraido ARN
leucocitario de uma amostra de sangue periférico da paciente utilizando o reagente TRIzol

(Life Technologies), segundo o protocolo no Anexo Il. Foi sintetizado ADNc através de
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métodos padrdao (Thermo Scientific RevertAid First Strand DNAc Synthesis Kit, anexo IIl),
utilizando primers oligo-DT.

O ADNc sintetizado foi amplificado por PCR utilizando os primers AR_ADNc_1-2F
(GGGGACATGCGTTTGGAGACTG) e AR_ADNc_5-6R (GTGCATGCGGTACTCATTGAAA), desenhados
recorrendo a programa informatico de modo a flanquearem a regidao onde se esperava que a
mutacao de splicing exercesse efeito, originando um fragmento com 726 pb (Figura 3). A
especificidade destes primers foi testada através do programa Primer-BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, do National Center for Biotechnology Information) que verificou o
cumprimento dos critérios de utilizacdo: ligam-se a 100% ao ARNm do AR, contém a juncao de
dois exdes, tém 22 nucleotidos, aproximadamente 50% dos pares de base sdao G-C e nao
formam alca (hairpin).

A amplificacdo foi realizada pelo método de RT-PCR, de protocolo idéntico ao do PCR
efetuado com ADN leucocitario da doente, mas utilizando o ADNc como molde em vez de
ADN. Como controlo, amplificou-se ADNc correspondente ao gene da B-actina (um gene de
manutencao, expresso constitutivamente em todas as células do organismo) através do

mesmo protocolo.

Exao 1 2 31415 |6]17 8
— -—
F R

Figura 3. Localizacao dos primers utilizados na amplificacdo do ADNc do gene AR por
RT-PCR. O primer forward (F) abrange a juncdo do exao 1 com o exao 2, e o primer
reverse (R) abrange a juncao do exao 5 com o exao 6. O fragmento de ADNc originado

com estes primers tem o tamanho de 726 nucleotidos e abrange os exdes 2 a 5.



Identificacdo de nova mutagdo na sindrome de insensibilidade aos androgénios

3. Resultados

Apos a amplificacdo dos exdes 4-8 por PCR, os produtos foram corridos em gel por
eletroforese e resultaram no padrao apresentado na Figura 4. Para cada exao, as bandas
Unicas correspondentes ao ADN do caso estudado e ao ADN do controlo positivo (+) possuiram
tamanho (em pares de bases) idéntico e corresponderam ao tamanho esperado para cada
exao (Tabela 2). Houve auséncia de banda no controlo negativo (-), significando auséncia de

contaminacao de ADN estranho. Estes produtos foram posteriormente sequenciados.

Exao 4 Exao 6 Exao 7 Exao 8 Exao 5

Figura 4. Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose a 2% e analisado com luz ultravioleta.
Para cada exao, mostra bandas idénticas para o caso estudado e para o controlo positivo (+), e auséncia
de banda no controlo negativo (-). Cada amostra apresenta uma banda Unica. Os tamanhos obtidos dos
exoes 4, 5, 6, 7, e 8 foram 494, 382, 327, 371 e 294 pb, respetivamente. Nao ocorreu contaminacao de
ADN estranho. m - marcador de 100 pb.

A sequenciacao dos exdes 4 a 8 revelou sequéncias idénticas as sequéncias normais do AR
previamente publicadas, com uma excecao: a substituicao de uma timina (T) por uma citosina
(C) no intrao 4, na posicao c.2173+2 (de acordo com a nomenclatura HGVS - Human Genome
Variation Society - mutacao c.2173+2T>C) (Figura 5; Figura 6-A). Esta mutacao foi confirmada
numa segunda amostra de sangue da paciente.

O ADNc produzido a partir de ARN dos leucocitos da paciente foi sintetizado com
primers especificos (Figura 3) de modo a conter a juncao entre o exdo 4 e exao 5. O ADNc da
paciente amplificado por PCR foi analisado por eletroforese em gel, que detetou apenas um
fragmento, mas de tamanho mais pequeno que o ADNc correspondente ao recetor normal de
um controlo (Figura 6-B). Este achado demonstra a existéncia de um transcrito do AR nesta
paciente consideravelmente mais pequeno que o transcrito normal do AR encontrado no ARN

de um controlo.
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Exao 4 | Intrao 4

G C CTGg taaggaa

(A)

Exao 4 | Intrao 4
c.2173 c.2173+2
v

GCCTGEg ca ag g a a

(B)

Figura 5. Eletroferograma correspondente a sequenciacao do exao 4 do gene AR. Sequéncia do ADN da
juncao do exao 4 com o intrao 4, (A) normal e (B) da paciente, com uma mutacao por substituicao de
uma timina por uma citosina na posicao c.2173+2 (mutacao c.2173+2 T>C), correspondente ao segundo
nucledtido do local de doacao de splicing. Os nucledtidos exdnicos estao em letras mailsculas e

nucledtidos intronicos em letras minUsculas.

(A) ADN

*

/ "'--\__-_
(B) ADNc CAGGTGTAG

m(bp} Caso Controlo

(C) ARNm

v
| Exdo 1 [ 2] 3] 4[5 [s]7] 8 | ARnormal

v
| Exao 1 |2|3I4 |5|6|7| 8 IARcaso
\Y

A123pb

1 2

Figura 6. Localizacao da mutacao no local de doacao de splicing e esquema do consequente evento de
splicing aberrante. (A) Mutacao (*) no segundo nucleétido do intrdao 4, com substituicao de uma timina
por uma citosina (c.2173+2 T>C). (B) Eletroforese em gel de agarose comparando os tamanhos do ADNc
amplificado do recetor dos androgénios. O ADNc foi amplificado utilizando os primers AR_ADNc_1-2F e
AR_ADNc_5-6R . A amplificacdo do ADNc da paciente (linha 1) originou um produto de 603 nucleétidos,
123 nucledtidos mais curto que o produto normal (linha 2), de 726 pb, de um controlo. (C) A mutacao no
intrdo 4 impede o padrdo normal de splicing, produzindo um transcrito anémalo de ARNm do AR com
delecado de 123 nucledtidos do exado 4 e justaposicdo da primeira porcdo do exao 4 com o exao 5. m -
marcador de 100 pb.
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A sequenciacdo do ADNc da paciente demonstrou uma delecao de 123 nucleétidos do
exao 4, com justaposicao do exao 5 ao restante exao 4 (Figura 6-C).
A traducao deste transcrito aberrante produz uma proteina AR com delecao in-frame

de 41 aminoacidos, correspondentes aos residuos 674-714 da zona de ligacdo da testosterona.
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4. Discussao

Nos pacientes com SIA, é habitual encontrar uma mutacdo no gene AR (2). O recetor dos
androgénios é o recetor de esterdides mais mutado na literatura, com 565 diferentes
mutacoes causando SICA, 285 causando SIPA e 55 causando SILA. (10).

O estudo genético realizado nesta paciente confirmou o diagnéstico de sindrome de
insensibilidade aos androgénios, na forma completa, provocada pela substituicio de uma
timina por uma citosina (c.2173+2T>C) no intrao 4 do gene AR. Esta mutacdo, nunca antes
reportada, inativou o local de doacao de splicing do intrao 4 e desencadeou um mecanismo de
splicing alternativo.

Nos eucariotas, praticamente todos os intrées comecam com o dinucleétido GU (GT no
ADN) na extremidade 5’. Os primeiros seis nucledtidos do intrdo sao suficientes para sinalizar
a ocorréncia de splicing (14), constituindo entdo o local de doacdo de splicing, e a maioria
obedece a sequéncia consensual 4 A G / G U “; A G U (com o local de clivagem exao/intrdo
representado por /). Cada nucleétido ocorre com a seguinte frequéncia (em %): Ags G73 / Gygo
Usgo As2 Aes Gas Ugs (15). O papel da obrigatoriedade do dinucleotido GU, presente em 100% dos
introes, € demonstrado pela inativacdo completa do local de splicing quando ocorrem
mutacdes do G ou do U (16). Essa inativacado leva a um de dois cenarios: a remocdo de um ou
mais exdes completos, ou ao reconhecimento de uma sequéncia iniciada por GU e semelhante
a consensual como local de splicing alternativo (também denominado “criptico”) (16).

A presenca de um local de splicing criptico adequado na proximidade da mutacao é um
fator importante na determinacao da ocorréncia de splicing alternativo em vez de remocao
do exao (17). No meio do exdo 4 do AR, existe uma sequéncia - CAGGUGUAG (CAGGTGTAG no
ADN) - que apresenta grande homologia com a sequéncia consensual de splicing. O local de
doacdo de splicing da paciente foi mutado de GT para GC, e ficou inativado.
Alternativamente, ativou-se a sequéncia mencionada acima como local criptico de splicing
(Figura 7-A), e o exao foi cortado ao meio na posicao c.2049, originando um transcrito
aberrante do AR.

Para confirmar a capacidade da primeira sequéncia ser reconhecida pelos mecanismos de
splicing, comparamos a homologia da sequéncia criptica com a sequéncia de doacao normal
(Figura 7-B). O primeiro passo do splicing, o mais critico do processo, é a identificacao e
ligacdo ao local de splicing por snRNPs U1 (small nuclear ribonucleoprotein particle) através
do emparelhamento de cinco a sete bases complementares (18). No recetor dos androgénios,
a sequéncia de splicing normal utilizada entre o exao 4 e intrdao 4 - CTG/GTAAGG - consegue
formar 7 pares de bases com o ARNU1. Nos recetores normais, esta sequéncia é preferida a
sequéncia criptica de splicing - CAG/GTGTAG - que forma apenas 5 pares de bases com o ARN
U1. No entanto, estes 5 pares de bases complementares sao suficientes para serem utilizados
como local de splicing alternativo quando ocorrem mutacdes no dinucleétido GT inicial do

intrao.

11
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(A)
Sequéncia doadora normal CUG/GUAAGG
Sequéncia doadora mutante CUG/GCAAGG
Sequéncia doadora criptica CAG/GUGUAG

Sequéncia doadora consensual  AG/GU*;AGU

(B)

Sequéncia doadora 3 wild type (|:| UTl |GL|J ‘A'T TG

U1 RNA5’ GGUCCAUUCAUA
A . ) CAGGU GU AG

Sequéncia doadora criptica 3 " | “ " |

U1 RNA 5’ GGUCCAUUCAUA

Figura 7. (A) Comparacao do local de doacao de splicing, do local de splicing mutante e do local de
doacao criptico de splicing do intrao 4 do pré-mARN do AR com a sequéncia consensual de splicing (15).
(B) Emparelhamentos possiveis entre os nucledtidos do ARNU1, responsavel por identificar o local de
splicing adequado, e os nucleétidos do local de doacao de splicing normal (total de 7 ligacoes) e do local
de doacao de splicing criptico (total de 5 ligacdes). Os emparelhamentos entre guanina (G) e citosina
(C) estao indicados por linhas duplas e os emparelhamentos entre adenosina (A) e uracilo (U) estao

indicados por linhas simples. Esquema adaptado de Ris-Stalpers et al (19).

A utilizacdo deste local de splicing alternativo resulta na delecao de 123 nucledtidos
do ARNm da paciente. A sua traducao produz uma proteina AR com delecdo in-frame de 41
aminoacidos (correspondentes aos residuos 674-714) do exao 4, que codifica parte do dominio
de ligacao do recetor com a testosterona (LBD). Observando a composicao de aminoacidos do
LBD do recetor dos androgénios, verifica-se que os aminoacidos eliminados nesta paciente
correspondem a grande parte da hélice 3 do recetor (Figura 8) (20). A hélice 3, juntamente
com as hélices 4 e 12, forma a superficie de ligacdo da funcao de ativacado 2 (AF2) que induz
uma mudanca conformacional na estrutura do AR quando se liga a testosterona (21). Esta
mudanca permite a interacao do recetor com os seus coreguladores e facilita a entrada dos
androgénios no nlcleo da célula onde exercem o seu efeito (12). Infere-se assim que o
desaparecimento de grande parte da hélice 3 impediu a ocorréncia da mudanca
conformacional do recetor da paciente, bloqueando a consequente cascata que leva a

entrada dos androgénios no nlcleo e a modulacao da transcricao dos seus genes-alvo.
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H3
QKLTVSHIEGYECQPIFLNVLEAIEPGVVCAGHDNNQPDFEFAALLSSINELGERQLVHVYV
660 670 680 690 700 710
H4,5
[KWAKRLPGFRNLH/DDQMAVIQYSWMGLMVFAMGWRSFTNVINSRMLYFAPDLVFNEYRMH
720 730 740 750 760 770

KSRMYSQCVRMRHLSQEFGWLQITPQEFLCMKALLLFSIIPVDGLKNQKFFDELRMNYIK
780 790 800 810 820 830

ELDRITACKRKNPTSCSRRFYQLTKLLDSVQPIARELHQFTFDLLIKSHMVSVDFPEMMA
840 850 860 870 880 890

H12

EIISVQVPKILSGKVKPIYFHTQ

900 910 919

Figura 8. Representacdo da estrutura aminoacidica do LBD do recetor dos androgénios. A amarelo
encontram-se os aminoacidos 674-714, deletados por consequéncia do splicing alternativo desencadeado
pela mutacao ¢.2173+2T>C. Dentro das caixas a vermelho encontram-se os aminoacidos que perfazem as
hélices 3, 4 e 12, estruturas essenciais para a ligacao adequada dos androgénios ao recetor. A delecao
dos aminoacidos desta paciente levou ao desaparecimento de grande parte da hélice 3, tornando-a
disfuncional, e bloqueando a mudanca conformacional do recetor e consequente cascata que leva a sua
entrada no nlcleo e modulacéo da transcricao de genes-alvo dos androgénios. A - alanina, C - cisteina, D
- acido aspartico, E - acido glutamico, F - fenilalanina, G - glicina, H - histidina, | - isoleucina, K - lisina,
L - leucina, M - metionina, N - asparagina, P - prolina, Q - glutamina, R - arginina, S - serina, T -

treonina, V - valina W - triptofano, Y - tirosina.

A posicao dos aminoacidos deletados dentro do recetor dos androgénios explica assim
a auséncia de ligacao fisioldgica da testosterona ao seu recetor nesta paciente. A perda de
funcao do recetor dos androgénios foi tal que, apesar do cariotipo XY, a paciente desenvolveu
um fendtipo e identidade completamente femininos. Durante a embriogénese, a testosterona
€ responsavel pela diferenciacao dos ductos Wolffianos em epididimos, canais deferentes e
vesiculas seminais, e a dihidrotestosterona pelo desenvolvimento dos genitais masculinos
externos, pénis e escroto (22). As células de Sertoli, nos testiculos, produzem a hormona anti-
Mulleriana (HAM), que induz a regressao dos ductos Mullerianos que, numa menina, se
diferenciariam no Utero, trompas de Falopio e férnix vaginal (23). Deste modo, na nossa
paciente os androgénios tiveram um efeito subclinico durante a gestacao devido ao recetor
nao funcional, e os ductos wolffianos regrediram, nao desenvolveu genitais externos
masculinos, mas a producdao normal da HAM inibiu a formacao do Utero e das trompas,
nascendo entdo com testiculos intra-abdominais e genitais externos femininos. Os testiculos
ficaram nessa localizacao anormal porque sao também os androgénios que controlam a
descida inguinoescrotal dos testiculos (24).

Nao se investigou se o ARNm encurtado desta forma conseguiria ser traduzido, mas
um estudo anterior que apresenta um caso de SICA com uma mutacao semelhante (na posicao
2173+1) revelou que esta variante mutante do AR nao permite a ligacao da testosterona e que

€ incapaz de regular a transcricdo dos genes-alvo da testosterona (19).
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Quanto ao gene AR, as mutacdes em zonas de splicing perfazem um grupo raro dentro
das 565 mutacdes reportadas em individuos com SICA (Tabela 3), com 20 casos reportados até
ao momento (Anexo IV) (10). Nesta lista encontram-se tanto casos de splicing alternativo
como de remocao completa de exdes. Nenhum dos casos apresentados resultou de uma
mutacao na posicdo +2 do local de splicing. Assim, a mutacao da nossa paciente é nova e vem
reiterar a importancia do segundo nucleétido do intrao no reconhecimento adequado das
zonas de splicing que permitem a construcdo de uma proteina estruturalmente correta e

funcionante.

Tabela 3. Nimero dos diferentes tipos de mutacdo do gene AR associados a Sindrome de Insensibilidade

Completa aos Androgénios.

Tipo de Exdao1 Exdo2 Exd03 Exd804 Exd05 Exd06 Exd07 Exado8
mutacao
Substituicao 54 21 29 60 90 58 84 36
Insercao 7 - 1 - - - 6
Insercao/Delecao 2 - - 1 2
Duplicacao 5 5 - 1 - 1 1
Delecéo 26 9 7 7 11 4 4 8
Total 94 35 37 69 103 64 95 40
Grandes delecdes 8
Splicing 20

Total de mutagdes associadas a SICA: 565

Dados originados da base de dados de todas as mutacdes do recetor dos androgénios reportadas na
literatura cientifica (Androgen Receptor Gene Mutations Database ( http://androgendb.mcgill.ca,
acedida a 3 de Novembro de 2013).

Apds a confirmacao de um diagnostico de SIA, ha complicacdes clinicas e questdes
psicologicas que devem ser vigiadas nestas pacientes.

Mulheres com SIA tém densidade mineral dssea mais baixa (25), independentemente
da idade em que fazem a gonadectomia. Para fortificar os ossos e evitar o aparecimento de
fraturas patologicas, devem iniciar terapia de reposicao hormonal apos a gonadectomia, pois
perdem a producdao de androgénios que eram aromatizados em estrogénios. Deve

recomendar-se exercicio fisico regular com pesos, assim como monitorizacdo com
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densitometrias 6sseas (26). Foi com este proposito que se prescreveram 2mg de 17B-estradiol
diariamente a esta paciente.

A posicao anormal dos testiculos, usualmente intraabdominais, assim como a
resisténcia aos androgénios podem levar a alteracoes patologicas. Existe um maior risco de
carcinoma de células germinativas do testiculo que aumenta com a idade, estimando-se que
seja de 3,6% aos 25 anos e 33% aos 50 anos (27). Assim, quando uma crianca apresenta SICA,
pode ser realizada logo uma gonadectomia precoce ou esta pode ser adiada para o inicio da
idade adulta, e incluindo o exame anatomopatologico das gonadas. Esta paciente fez uma
herniorrafia em crianca e esse achado nao foi relacionado com SIA; se fosse atualmente, com
a recomendacdao de fazer bidpsia do conteldo herniario de hérnias em meninas,
provavelmente teria recebido este diagnostico muito mais cedo.

Como balancar o risco do desenvolvimento de tumor gonadal, com a permissao de
uma puberdade de inicio natural? Se a gonadectomia for realizada na infancia, a puberdade
tera de ser induzida com reposicdo de estrogénios, frequentemente na forma de
etinilestradiol, tomada de forma continua ja que as pacientes nao terdo Utero (28).

No entanto, revendo casos de malignizacdo dos testiculos em pacientes com SIA na
literatura, encontramos apenas trés casos: Rutgers e Scully descreveram um carcinoma in situ
com infiltracdo precoce do estroma aos 17 anos (29), Hurt um seminoma metastatico aos 14
anos (30), e Morris um teratoma maligno aos 14 anos (1). Assim, parece seguro adiar a
gonadectomia e permitir um desenvolvimento mamario e um surto de crescimento na altura
apropriada. No entanto, ha situacées em que se pode justificar uma gonadectomia mais cedo:
por exemplo, se existir um beneficio psicoldgico na remocao precoce das génadas, ou para
prevenir masculinizacdo caso haja duvida de que a SIA seja completa (27).

Finalmente, crucial na abordagem terapéutica destes pacientes é a componente
emocional desta doenca, que acarreta infertilidade e stress psicoldgico provocado pela
dissociacdo entre o seu sexo externamente feminino mas com cromossomas e gonadas
masculinas.

Quando descreveu a doenca pela primeira vez em 1953, John Morris defendeu que o
genotipo XY das pacientes com SICA devia ser escondido, pois “poderia produzir dano
psiquiatrico e até talvez suicidio”, e que estas deviam apenas ser informadas de que nunca
poderiam ter filhos (1). Na altura, predominava entre a classe médica o principio de privilégio
terapéutico, que considerava legitimo omitir informacao clinica a um paciente caso se
considerasse que esta fosse prejudicial. Entretanto, o uso deste principio foi declinando,
dando lugar ao consentimento informado e ao principio da autonomia do paciente.
Atualmente defende-se a pratica de informar os pacientes com SICA do genétipo XY no
momento do diagndstico, mesmo nas pacientes que foram diagnosticadas no tempo do
privilégio terapéutico e que desconheciam a natureza da sua doenca (31). No caso das
criancas com SICA, o diagnostico deve inicialmente ser partilhado com os pais, que depois
darao a informacao de forma gradual a filha no inicio da adolescéncia, para as poupar de uma

revelacao chocante anos mais tarde (32). Na posse desta informacao, o apoio pela familia e
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pelos profissionais de salde é fulcral. As pacientes devem fazer aconselhamento psicologico,
preferencialmente com um especialista em distUrbios do desenvolvimento sexual, e deve ser
oferecido aconselhamento genético para as mulheres portadoras na familia (33). Os
resultados a nivel psicossexual a longo prazo destas pacientes sugerem que a maioria assume
uma identidade feminina, com comportamento tipicamente feminino e bem-estar psicoldgico
semelhante ao de outras mulheres (34).

Para o futuro, gostariamos de poder estudar os restantes elementos da familia da
paciente e confirmar geneticamente se os quatro membros da familia com amenorreia
primaria tém de facto SIA e se a mutacdo causadora é a mesma. Esta informacdo poderia
ajudar psicologicamente esta familia e daria indicacao para tratar as complicacdes inerentes
a esta sindrome. Adicionalmente, o conhecimento exato do diagnostico poderia encaminhar
as mulheres portadoras da mutacdo desta familia para aconselhamento genético na altura de
concecao de descendentes. Assim, sendo esta uma doenca familiar, o estudo devera no futuro
abranger toda a familia caso esta o autorize, para avaliar os riscos de cada elemento com SIA

e para aconselhar as mulheres portadoras que poderao ter filhas com esta doenca.
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6. Anexos

Anexadas a esta tese encontram-se os seguintes documentos:

Anexo |. Protocolo de extracao de ADN a partir de sangue periférico

Anexo Il. Protocolo de extracdo de ARN a partir de leucdcitos

Anexo Ill. Protocolo de sintese ADNc

Anexo IV. Tabela das mutacdes reportadas na literatura em locais de splicing
Anexo V. Autorizacao de reproducao de imagem

Anexo VI. Identificacao pessoal
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Anexo . Protocolo de extracdo de ADN a partir de sangue periférico

EAN A e A

h

10-
11-

12-
13-
14-

15-
16-

Adicionar 5 mL de SE, 500 pL de SDS (dodecil sulfato de sodio) e 12,5 pL de proteinase
K ao tubo de sangue do caso e incubar durante a noite a 55° C.

Adicionar 3 mL de NaCl (cloreto de sddio) saturado (6M).

Incubar a 55°C durante 10 minutos.

Agitar no vortex durante 25 seg.

Centrifugar a 4000 rpm, durante 30 minutos, a 15°C .

Decantar o sobrenadante com uma pipeta de 1 mL, evitando a espuma, para um novo
tubo de 50 mL identificado.

Adicionar etanol 100% frio em cerca de 2x o volume do sobrenadante.

Inverter gentilmente o tubo cerca de 50 vezes, observando a formacao do novelo de
ADN.

Pipetar 500 pL com o novelo de ADN para eppendorf de 1,5mL identificado.
Centrifugar a 13000 rpm a 4°C durante 5 minutos.

Decantar e rejeitar o sobrenadante, observando sempre o pellet de ADN no fundo do
tubo.

Adicionar 500 pL de etanol a 70% frio e inverter algumas vezes.

Centrifugar a 13000 rpm, durante 5 minutos, a 4°C.

Descartar o sobrenadante e deixar secar o tubo de tampa aberta durante cerca de 30
minutos.

Adicionar 500 pL de agua desionizada.

Deixar em agitacao lenta e permanente durante a noite a temperatura ambiente.

Protocolo adaptado de: Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for
extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Res. 1988 Feb 11;16(3):1215.
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Anexo Il. Extracado de ARN a partir de leucécitos

A w N =

ul

11.
12.
13.

14.

15

Centrifugar amostra de sangue a 1200 rpm durante 5 minutos para formar um pellet.
Lisar as células com 0,5 mL de reagente TRIzol (Life Technologies) e raspar.
Deixar as amostras a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Adicionar 0,2 mL de cloroférmio e mexer os tubos vigorosamente durante 15
segundos.
Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C.
Transferir a fase aquosa, aproximadamente 600 pL, para um novo tubo e adicionar 0,5
mL de isopropanol a cada amostra.
Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos a 4°C.
Centrifugar as amostras a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
. Remover o sobrenadante com cuidado, tentando remover o maximo possivel, e lavar o
pellet de ARN com 1 mL de etanol a 75% (preparado em agua sem RNase).
Vortexar as amostras e centrifugar a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C.
Deixar o pellet de ARN secar ao ar.
Dissolver o ARN em 23 pL de agua sem RNase/DNase pré-aquecida a 55-60°C por
pipetagem repetitiva e incubar a 55-60°C durante 10 a 15 minutos para facilitar a
dissolucao.
Tirar 1 L para analise no espectrofotémetro.

. Preservar as amostras a -80°C.

Protocolo adaptado de: Chomczynski, P. (1993) A reagent for the single-step simultaneous

isolation of RNA, DNA and proteins from cell and tissue samples. BioTechniques. 15, 532-537
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Anexo lll. Sintese de ADNc

1. Adicionar os seguintes reagentes a um eppendorf esterilizado, sem nuclease e em

gelo, na seguinte ordem:

ARN 5uL
Primer 2 uL (1+1)
H20 (sem nuclease) 5L

2. Homogeneizar suavemente, centrifugar brevemente e incubar a 65°C durante 5
minutos.

3. Manter solucao anterior em gelo. Adicionar os seguintes reagentes na ordem indicada:

5X Reaction Buffer 4 L
RiboLock RNase Inhibitor (20U/ pL) 1L
10 mM dNTP Mix 2L
RevertAid M-MuLV Reverse 1 pL

Trasncriptase (200U/pL)

4. Homogeneizar e centrifugar.
5. Para a sintese de ADNc com oligo-dT, incubar a 42°C durante 60 minutos.

6. Terminar a reacdo, incubando a 70°C durante 5 minutos.
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Anexo IV. Tabela das mutacdes reportadas na literatura em locais de
splicing, com fenétipo de Sindrome de Insensibilidade aos Androgénios
completo*.

Zona de splicing Base (HGVS) Para nucleétido  Referéncia bibliografica

Ex1/Int1 Cc.1616+2_+3 Insercao T (1)
Ex1/Int1 €.1616+5G >C (2)
Ex2/Int2 c.1768+1G >A (3)
Ex2/Int2 c.1768+1G >A (4)
Ex3/Int3 c.1885+1G >A (5)
Ex3/Int3 c.1885+1G >A (6)
Ex4/Int4 c.2173+1G >T (7)
Ex5/Int5 €.2320+1G >A (8)
Ex6/Int6 €.2450-44G >A 9)
Ex6/Int6 €.2449+5G >C (10)
Ex6/Int6 €.2449+3A >T (1)
Ex7/Int7 €.2607+1G >A (11)
Ex7/Int7 €.2607+1G >T (12)
Ex7/Int7 €.2607+1G >A (13)
Int2/Ex3 c.1769-3C >G 9)
Int2/Ex3 c.1769-1G >A (14)
Int2/Ex3 €.1769-2A >C 9)
Int3/Ex4 c.1886-1G >T (15)

*Omitiram-se duas mutacoes por nao apresentarem localizacdo. Adaptado da Androgen Receptor Gene
Mutations Database ( http://androgendb.mcgill.ca, acedida a 3 de Novembro de 2013). Ex-exao, Int-

intrao.
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