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RESUMO

A sindrome de insensibilidade aos andrégenos € uma doenca rara lig-
ada ao X, causada por mutagdes no gene do receptor androgénico
(AR), associada a uma variedade de fendtipos em individuos 46,XY.
Avaliamos duas irmds gémeas de 23 anos com sexo social feminino
encaminhadas por amenorréia primdria, e que apresentavam
gbnadas palpdveis na regido inguinal e caridtipo 46,XY. A ultra-sono-
grafia pélvica ndo evidenciou Utero. As dosagens basais revelaram
concentragdes elevadas de LH (35 e 42U/L), normais de FSH (7,9 e
7,8U/L) e altas de testosterona (1330 e 1660ng/dl). O estudo molecular
identificou uma rara mutacdo missense no exon 5 do gene do AR com
a troca de uma prolina por uma alanina na posicdo 766 da proteina.
O aminodcido prolina 766 do AR é altamente conservado entre as
espécies e situa-se em regido correspondente ao dominio de ligagdo
ao andrégeno. (Arq Bras Endocrinol Metab 2005;49/1:98-102)

Descritores: CAIS (CAIS - Complete form of Androgen Insensitivity Syn-
drome); Genitdlia ambigua; Pseudo-hermafroditismo masculino (PHM);
Receptor androgénico (AR - Androgen Receptor); Sindrome de insensi-
bilidade aos andrégenos (AIS - Androgen Insensitivity Syndrome)

ABSTRACT

Complete Form of Androgen Insensitivity Syndrome in Brazilian
Patients Due to P766A Mutation in the Androgen Receptor.
Androgen insensitivity syndrome (AIS) is a rare X-linked disorder, caused
by mutations in the androgen receptor gene (AR), associated with a vari-
ety of phenotypes in 46,XY individuals. We studied two 23 year-old twin-
sisters with female social sex referred due to primary amenorrhea, who
exhibited bilateral palpable gonads in the inguinal region and a 46,XY
karyotype. The uterus was absent in pelvic sonograms. Basal LH levels
were elevated (35 and 42U/L), with normal FSH (7.9 and 7.8U/L) and high
testosterone levels (1330 and 1660ng/dl). The molecular analysis identi-
fied a missense mutation in exon 5 of AR gene that changed a proline to
an alanine at position 766 of the protein. Proline 766 is a highly conserved
amino acid in the AR of several species and is located in the androgen
binding domain. (Arq Bras Endocrinol Metab 2005;49/1:98-102 )

Keywords: Androgen insensitivity syndrome (AIS); Androgen receptor
(AR); Ambiguous genitalia; CAIS (Complete form of Androgen Insensiti-
vity Syndrome); Male pseudohermaphroditism (MPH)

Os ANDROGENOS SAO IMPORTANTES HORMONIOS esterdides com fungoes
especificas na expressdo do fenétipo masculino. Estes hormonios tém
participacdo fundamental no processo de diferenciagdo sexual masculina,
além do seu papel no desenvolvimento ¢ manutengio dos caracteres sexu-
ais secunddrios, e durante a iniciagio e manuteng¢do da espermatogénese.
Os principais andrégenos circulantes em mamiferos sdo a testosterona e seu
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derivado 50 reduzido, a dihidrotestosterona, que
atuam no mesmo receptor. A a¢io dos androgenos é
mediada pelo receptor androgénico (AR), que ¢ codi-
ficado por um gene localizado no brago longo do cro-
mossomo X (banda Xql1-12).

O ¢DNA do AR humano foi clonado em 1988,
sendo o gene do AR composto por 8 exons que codi-
ficam uma proteina de 110KDa (1). O AR é membro
da superfamilia de receptores nucleares e apresenta a
estrutura classica dos demais receptores de esterdides,
composta por 4 dominios distintos: um dominio N-ter-
minal regulador da transcri¢ao, um dominio de ligagao
ao DNA (DBD) com os classicos dedos de zinco pro-
ximal e distal, uma regido “dobradi¢a” e um dominio
de ligagio ao andrégeno (LBD) (revisado na ref. 2). Na
presen¢a do androgeno, o AR se liga com regides
especificas do DNA formando homodimeros, recrutan-
do coativadores ¢ ativando a transcrigdo génica.

Distarbios na fun¢io do AR resultam em dife-
rentes afec¢des: sindrome de insensibilidade aos
androgenos (AIS); atrofia muscular bulbar espinhal
(SBMA — Spinal and Bulbar Muscular Atrophy ou
Doenga de Kennedy) e cancer de prostata. AIS é uma
condi¢io rara com uma incidéncia estimada entre
1:40.800 ¢ 1:99.000, com heranga recessiva ligada ao
cromossomo X. Esta sindrome ¢ causada por mutagoes
no gene do AR e apresenta um amplo espectro de
fenétipos, variando desde o fenétipo feminino (forma
completa — CAIS) a fendtipos com graus varidveis de
virilizagio (forma parcial — PAIS), ou mesmo apenas
esterilidade (revisado nas refs. 3,4).

A forma completa de insensibilidade aos
andrégenos (CAIS) foi descrita inicialmente como siz-
Arome dos testiculos feminilizantes e é caracterizada pela
presenca de genitalia externa feminina, vagina ausente
ou curta terminando em fundo cego, genitalia interna
com auséncia dos derivados dos dutos de Wolft ¢ de
Miiller, desenvolvimento de ginecomastia na puber-
dade e auséncia de pélos pubianos ou axilares. Os
testiculos estio localizados no abdome ou canal
inguinal, ou menos freqiientemente nos grandes
labios. Na histologia, os testiculos apresentam carac-
teristicas de testiculos criptérquicos, sem espermatogé-
nese. CAIS ¢ considerada em algumas casuisticas a ter-
ceira causa mais freqiiente de amenorréia primdria.

Na forma parcial de insensibilidade aos
androgenos (PAIS) encontram-se diversos fenotipos,
desde individuos com aparéncia predominantemente
feminina (genitilia externa feminina com discreta cli-
toromegalia, ou fusdo posterior de pequenos labios,
desenvolvimento discreto de pélos pubianos na puber-
dade) a individuos com genitalia ambigua e fenétipo
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predominantemente masculino com graus variaveis de
virilizagdo com micropénis, hipospadia perineal, ou
criptorquismo (sindrome de Reifenstein). Os deriva-
dos dos dutos de Wolff podem se desenvolver
parcialmente, e os de Miiller estio ausentes. O desen-
volvimento de ginecomastia na puberdade é comum,
com presenga de pélos axilares ¢ pubianos ¢
diminui¢do dos pélos faciais ¢ tordcicos. Os testiculos
estdo localizados no canal inguinal ou nos grandes
labios, ou menos freqiientemente no abdome.

Até o momento mais de 300 mutagdes respon-
saveis pela AIS ja foram descritas no gene do AR e
estio compiladas no banco de dados do AR
(http://ww2.mcgill.ca/androgendb/) (5). Sio de
diversos tipos: mutagdes de ponto resultando em subs-
titui¢des de aminoacidos ou cédons de terminagio pre-
maturos, os chamados stop codons (forma mais comum,
encontrada em 81% dos casos), inser¢oes ou dele¢des
de nucleotideos ocasionando uma alteragao no quadro
de leitura (frameshift) ¢ terminagdo prematura da pro-
teina (7%), dele¢des génicas parciais (7%) ou completas
(1%) e mutagdes intronicas (2%) (5).

A correlagio gendtipo-fendtipo é bem estabele-
cida na ocorréncia de grandes dele¢des ou terminagoes
prematuras da proteina, ocasionando um comprometi-
mento grave da fun¢io do AR e causando a forma
completa de AIS. Nas familias com CAIS geralmente
h4 concordincia do genétipo com o fendtipo, e as mes-
mas mutacdes ocasionam o mesmo fendtipo. Nas
familias com PAIS esta relagio nao ¢ encontrada tio fre-
qlientemente, ¢ em algumas familias a presenca da
mesma muta¢io pode ocasionar diferentes fendtipos.
Este achado pode estar relacionado a alteragoes indivi-
duais no metabolismo da testosterona ou em fatores
transcricionais que interagem com o AR. Nas substitui-
¢oes de aminodcidos nem sempre tal correla¢do é pos-
sivel, e existe uma ampla varia¢gio do fenétipo nestes
casos. Cerca de 80% das trocas de aminodcidos ocorre
na regido de liga¢do aos andrégenos (LBD) e os demais
20% no dominio de ligagio ao DNA (DBD) (4,6,7).

Neste trabalho sio descritas duas irmds gémeas
monozigoticas com quadro clinico, laboratorial e
molecular compativel com CAIS.

PACIENTES E METODOS

Foram avaliadas duas pacientes com forma completa
de insensibilidade aos andrégenos. As pacientes 1 (111-
9, figura 1) ¢ 2 (III-10) sdo gémeas monozigdticas de
20 anos que foram encaminhadas ao Ambulatério de
Ginecologia do Hospital de Sorocaba para investi-
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Figura 1. Heredograma da meﬂIG com a mutacdo P766A.
As pacientes 1 (lll-9) e 2 (lll-10) sGo gémeas univitelinas
estudadas com a forma completa da sindrome de insensi-
bilidade aos andrégenos nas quais foi identificada a
mutagdo P766A. Uma tia (lI-1) e duas tias-avés (I-1 e 1-2)
também apresentavam amenorréia primdria.

gagdo de amenorréia primaria. Ambas relatavam telar-
ca aos 13 anos e pubarca aos 16, sem quaisquer outras
queixas. Nasceram de parto normal, tendo a primeira
gémea (paciente 1) pesado 3.500g ¢ a segunda
(paciente 2) 3.000g; ambas tiveram desenvolvimento
neuro-psicomotor adequado. Eram filhas de casamen-
to ndo consangiiineo e relatavam que uma tia (II-1) e
duas tias-avés (I-1 e I-2), todas pelo lado materno,
também apresentavam amenorréia primaria. A mae
teve menarca aos 16 anos.

Ao exame fisico apresentavam desenvolvimento
sexual secundario feminino, sendo identificada a pre-
senga de gonadas palpdveis bilateralmente em regido
inguinal. As dosagens hormonais mostraram niveis ele-
vados de LH e normais de FSH, e niveis altos de
testosterona e baixos de estrégenos (tabela 1). A ultra-
sonografia pélvica revelou a preseng¢a de imagens com-

pativeis com gonadas em regido de canal inguinal ¢
auséncia de ttero. Apds o diagnéstico clinico ¢ hor-
monal da forma completa de sindrome de insensibili-
dade aos andrégenos, as pacientes foram submetidas a
gonadectomia bilateral. Apds o procedimento foi ini-
ciada a reposi¢do hormonal estrogénica.

As andlises cromossOmicas realizadas a partir de
metafases de linfocitos de sangue periférico com a téc-
nica de bandamento G e resolu¢io de 400 bandas
revelaram o cariétipo 46,XY em ambas as pacientes.

O DNA foi extraido a partir de leucdcitos de
sangue periférico de acordo com os procedimentos
padrio (8). Toda a regidao codificadora e as regides
flanqueadoras exon-intron do gene do receptor
androgénico foram amplificadas por PCR a partir
do DNA gendémico, segundo protocolo previa-
mente descrito (7). A seqiiéncia de oligonu-
cleotideos e os protocolos de PCR estao disponiveis
quando solicitados. Os produtos de PCR foram pré-
tratados com uma combinac¢do de enzimas fosfatase
alcalina de camardo ¢ exonuclease I (United States
Biochemical Corp, Cleveland, OH) ¢ diretamente
seqlienciados usando o BigDye TM terminator cycle
sequencing ready reaction kit (PE Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) num seqiienciador automati-
co ABI PRISM 31 (PE Applied Biosystems, Foster
City, CA).

RESULTADOS

A anilise do gene do AR usando DNA gen6mico obti-
do a partir de leucécitos de sangue periférico revelou
uma substitui¢do de uma citosina por uma guanina no

Tabela 1. Resultado das dosagens hormonais basais e pds-gonadectomia das pacientes 1 e 2.

Paciente 1 Paciente 2 Valores
Dosagens Hormonais Basal Pés-gonadectomia Basal Pds-gonadectomia normais
T3 (ng/dl) 123 104 112 120 80 - 220
T4 (ug/dl) 10,8 9 9,5 9,5 5-13
TSH (mul/ml) 1,27 2,86 1,29 2,37 05-5,1
LH (mul/ml) 35 35 42 30 04-57"
FSH (mul/ml) 7,9 62 7,8 56 1,1-13, 5
Testosterona (ng/dl) 1330 48 > 1600 <20 360 - 990"
LH x testosterona
(ng x U/L) 461,51 675,2
17-OH Progesterona .
(ng/ml) 0,67 0,9 0,85 1,23 0,7-3,6
Androstenediona
(ng/ml) 2,45 1,24 2,4 1,26 0,8 -2, 2
S-DHEA 146,3 - 198,2 - 80 - 560
Estradiol (pg/ml) <20 <20 48,4 <20 Nd - 44*
Progesterona (ng/ml) 0,5 0,45 0,5 0,22 0-4,0

* valores normais para o sexo masculino
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nucleotideo 2658 (CCT>GCT) do exon 5, resultando
numa troca do aminoicido prolina por alanina na
posi¢do 766 da proteina (figura 2).

DISCUSSAO

As duas irmds gémeas monozigodticas avaliadas por
amenorréia primaria tinham quadro clinico e laborato-
rial compativel com o diagnodstico de pseudo-her-
mafroditismo masculino pela forma completa da sin-
drome de insensibilidade aos andrégenos (CAIS)
(genitais externos femininos com gbénadas na regiio
inguinal, niveis elevados de LH e testosterona e
carioétipo 46,XY). A identifica¢io em ambas de uma
mutagao do tipo missense, P766A, na regido de ligagao
ao hormoénio do receptor androgénico confirmou o
diagnostico a nivel molecular.

Apesar de terem sido relatadas na literatura mais
de 300 mutagoes no gene do AR, somente trés casos
clinicos foram descritos em gémeas com AIS, e destes
apenas um foi confirmado como tendo muta¢io no
gene do AR (9). Mongan e cols. descreveram em 2002
duas mutagoes missense de novo, F8561 e S865P, no
exon 7 do AR, regido hot spot do LBD, em gémeas
monozigdticas com a forma completa de AIS (9). Os
estudos funcionais destas mutagoes evidenciaram que a
mutacdo F856L se comporta de forma semelhante ao
receptor wild type, sem prejuizo na capacidade de
liga¢do ou ativagdo da transcri¢do. Ja a mutacio S865P
abole completamente a capacidade de ligagio ¢ a ati-
vagio da transcri¢io do AR, justificando assim a forma
completa de AIS nestas pacientes. Esta foi a primeira
descri¢io confirmada de gémeas monozigdticas com
CAIS e mutag¢io no AR.

Embora a regidao LBD (exons 4 a 8) seja um Aot
spot para mutagdes nesse gene ¢ apesar do grande
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Sequéncia normal (WT): Prolina 766 (CCT)

Sequéncla mutante (MT): Alanina 786 (G

Figura 2. Eletroesferograma da seqténcia de DNA de indi-
viduo normal (Wild type-WT) e paciente com CAIS
(mutante-MT) hemizigota para a mutagdo no nucleotideo
2658 (CCT>GCT) do exon 5 do AR.
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namero de mutagOes ja descritas, apenas um caso
semelhante ao descrito no presente trabalho havia sido
relatado previamente. Boehmer e cols. descreveram
em 2001 uma familia composta por uma tia e duas
sobrinhas com CAIS com essa mesma mutagdo, mas
que devido a uma numerag¢io distinta foi descrita
como P757A (4). Essas pacientes, assim como as
gémeas descritas aqui, apresentavam genitilia externa
feminina, pélos pubianos rarefeitos ¢ pouco desen-
volvimento mamario, caracterizando o diagnoéstico
da forma completa de AIS. Os ensaios de ligagdo de
células inteiras com o andrégeno sintético R1881
revelaram uma capacidade de ligagio normal, mas
uma constante de dissocia¢ao elevada (4). A proteina
de 110kDa estava presente em quantidade muito
diminuida (4).

Neste mesmo cédon (766) sé foram descritas
até o momento duas substitui¢des do aminodcido pro-
lina: por serina em duas familias (6,10) ¢ por alanina
em outras duas (4 ¢ presente estudo). Em todos os
casos relatados, a forma clinica ¢ sempre de CAIS,
sugerindo uma importante participagdo do aminoacido
prolina no c6don 766 na agio do AR. Marcelli ¢ cols.
relataram em 1994 uma paciente com CAIS com a
substitui¢do por serina no coédon 766. Com esta troca,
a capacidade de ligagdo do AR ao andrégeno era anor-
mal e havia uma ripida dissociagio do ligante (10).

O aminodcido prolina na posi¢io 766 ¢ alta-
mente conservado em outras espécies (Pan troglodytes
— chimpanzé; Sus scrofa — porco; Canis familiaris —
cdo; Rattus norvegicus — rato; Mus musculus —
camundongo). O fato de situar-se na regido corres-
ponde ao dominio de ligagio ao andrégeno, respon-
savel pela intera¢do andrégeno-receptor, fundamental
para a a¢io androgénica, ¢ compativel com o grave
comprometimento da fun¢do androgénica nas
pacientes descritas.

O aminodcido prolina tem caracteristicas fisico-
quimicas do tipo hidrofilico, sendo o tinico aminodci-
do essencial ciclico; o aminoacido alanina, por sua vez,
apresenta propriedades hidrofébicas, apolares. Além
disso, a substitui¢io da prolina por qualquer outro
aminodcido sempre resulta em alterag¢io na dire¢io da
cadeia polipeptidica. Estas diferencas entre os aminoa-
cidos sugerem alteragdes significativas na estrutura
protéica do AR, que resulta na forma completa de AIS.

As dosagens hormonais destas gémeas foram,
em geral, semelhantes as das pacientes com CAIS
descritas por Melo e cols. em 2003 (7). As dosagens
de testosterona, no entanto, encontravam-se muito
mais elevadas (1330 a 1600ng/dl; valores normais
para o sexo masculino: 360 a 990ng/dl). A média
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desses valores (1465ng/dl) é bastante superior a dos
pacientes pos-puberes com diagnostico de CAIS
descritas por Melo e cols. (342ng/dl). Estes niveis ele-
vados de testosterona favorecem o diagnéstico de AIS
e descartam os defeitos de sintese de testosterona.

Os valores de LH também encontravam-se eleva-
dos, ¢ o produto da dosagem de testosterona X LH
também mostrou-se elevado nestas pacientes, confir-
mando o diagnéstico hormonal classico de AIS.
Curiosamente, os niveis estrogénicos encontravam-se
elevados apenas na paciente 2, com niveis indetectaveis
na paciente 1. Embora alguns trabalhos descrevam
niveis estrogénicos elevados em pacientes com AIS (11),
niveis normais ou baixos também foram descritos (7).

Em conclusio, descrevemos os casos de duas
gémeas portadoras da forma clinica completa da sin-
drome de insensibilidade aos androégenos (CAIS) com
a mutagao missense P7606A contida na regiao de ligagao
ao andrégeno (LBD) do receptor androgénico.
Dezenove mutagoes distintas no AR ja haviam sido
descritas em 31 pacientes brasileiros portadores de
AIS, porém nao incluiam a P766A (7,12-14). Apesar
de mutagdes neste gene serem bastante freqiientes,
este ¢ o segundo relato de diagndstico molecular em
gémeas com AlS e a segunda familia descrita com esta
mutacdo na literatura.
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