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RESUMO

A Sindrome da Insensibilidade Androgénica (SIA) teve seus primeiros casos relatados em
1953, por Morris; ¢ definida como uma condigdo rara com heranga recessiva ligada ao
cromossomo X, ¢ compreende-se como a causa mais comum de Distarbios do
Desenvolvimento do Sexo (DDS) em individuos com cariotipo 46,XY. Fenotipicamente, as
caracteristicas dessa sindrome, variam desde fendtipos de aparéncia feminina, com presenca
de testiculos, desenvolvimento de mamas e sem desenvolvimento de pelos, até fenotipos
masculinos, sendo inférteis e/ou com ginecomastia. A SIA ¢ resultado de interferéncias na
ligacdo dos hormonios testosterona (T) e di-hidrotestosterona (DHT) ao Receptor de
Androgenos (AR), que é uma proteina que funciona como um fator de transcri¢do, regulando
os genes envolvidos em processos fisiologicos relacionados ao desenvolvimento das
caracteristicas sexuais masculinas. O gene AR esta localizado na regido Xql1-12. A proteina
AR possui 3 dominios: o dominio amino terminal (N-terminal), responsavel pela regulacdo
transcricional; o dominio de ligacdo ao DNA, responsavel pela localizagdo nuclear e ligacao
do AR as sequéncias de DNA dos elementos androgeno-responsivos; e o dominio de ligagdo
carboxi terminal (C-terminal), responsavel pela ligacdo da T a DHT e transativagdao. O
impacto de alteracdes ndo previamente descritas na proteina AR pode ser investigado através
da andlise preditiva in silico, uma ferramenta que auxilia no entendimento do efeito da
alteracdo sobre a proteina. Com isso, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da
alteragcdo p.Ala567Asp na proteina AR através de programas de bioinformatica. Os programas
e sites utilizados foram: HGMD, ARDB Clinvar, Clustal Omega, Franklin, SIFT, PolyPhen-2,
Mutation Taster. Os bancos de dados HGMD, ARDB, Clinvar, foram utilizados para
confirmar o ineditismo da alteracdo p.Ala567Asp. Pelo Clustal Omega observou-se que a
regido 567 da proteina AR ¢ altamente conservada entre as diferentes espécies analisadas, e
alteracOes nesta regido sdo altamente patogénicas. No Franklin ela foi classificada como
provavelmente patogénica. Pelo SIFT a alteracdo foi considerada deletéria; o PolyPhen-2 e o
Mutation Taster revelaram que ela é provavelmente patogé€nica. A alteragdo p.Ala567Asp,
nunca descrita na literatura, foi identificada em uma familia com cinco pessoas afetadas pelo
fenotipo completo da SIA (CAIS) e sete portadoras assintomaticas. As analises preditivas
funcionam como importante ferramenta para o entendimento e correlagdo genotipo/fenotipo
de alteragdes patogénicas nao descritas na literatura e sdo realizadas de forma rapida e de

baixo custo. Através deste estudo, podemos inferir que a alteracao p.Ala567Asp ¢ patogénica



e estd relacionada com o fendtipo CAIS. A andlise funcional da proteina AR alterada pode

complementar este estudo e fornecer mais respostas sobre essa alteracao.

Palavras-chave: SINDROME DE RESISTENCIA A ANDROGENOS; RECEPTORES
ANDROGENICOS; BIDINFORMATICA; CROMOSSOMO X.



ABSTRACT

The Androgen Insensitivity Syndrome (AIS) was first reported in 1953 by Morris; it is
defined as a rare condition with X-linked recessive inheritance and is understood to be the
most common cause of Disorders of Sex Development (DSD) in individuals with a 46,XY
karyotype. Phenotypically, the characteristics of this syndrome vary from female-like
phenotypes, with the presence of testes, breast development, and lack of hair growth, to male
phenotypes, being infertile and/or with gynecomastia. AIS results from impairments in the
binding of the hormones testosterone (T) and dihydrotestosterone (DHT) to the Androgen
Receptor (AR), a protein that functions as a transcription factor, regulating the genes involved
in physiological processes related to the development of male sexual characteristics. The AR
gene is located in the Xql1-12 region. The AR protein has 3 domains: the amino-terminal
domain (N-terminal), responsible for transcriptional regulation; the DNA-binding domain,
responsible for nuclear localization and AR binding to DNA sequences in
androgen-responsive elements; and the carboxy-terminal ligand-binding domain (C-terminal),
responsible for T and DHT binding and transactivation. The impact of previously undescribed
alterations in the AR protein can be investigated through **in silico** predictive analysis, a
tool that aids in understanding the effect of mutations on the protein. Therefore, the objective
of this work was to analyze the effect of the p.Ala567Asp alteration on the AR protein using
bioinformatics tools. The programs and sites used were: HGMD, ARDB Clinvar, Clustal
Omega, Franklin, SIFT, PolyPhen-2, and Mutation Taster. The HGMD, ARDB, and Clinvar
databases were used to confirm the novelty of the p.Ala567Asp alteration. Clustal Omega
showed that the 567 region of the AR protein is highly conserved among the analyzed species,
and alterations in this region are highly pathogenic. Franklin classified it as probably
pathogenic. SIFT considered the alteration deleterious; PolyPhen-2 and Mutation Taster
revealed it to be probably pathogenic. The p.Ala567Asp alteration, never described in the
literature, was identified in a family with five individuals affected by the complete AIS
(CAIS) phenotype and seven asymptomatic carriers. Predictive analyses are an important tool
for understanding and correlating the genotype/phenotype relationship of pathogenic
alterations not described in the literature and are performed quickly and at low cost. Through
this study, we can infer that the p.Ala567Asp alteration is pathogenic and is related to the
CAIS phenotype. Functional analysis of the altered AR protein can complement this study

and provide further insights into this alteration.



Keywords: ANDROGEN RESISTANCE SYNDROME; ANDROGEN RECEPTORS;
BIOINFORMATICS; X CHROMOSOME.
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1 INTRODUCAO

1.1 Desenvolvimento do Sexo em Humanos

O desenvolvimento do sexo em humanos, tem seu inicio seis semanas apds a
fertilizagdo. Até este momento, o embrido humano apresenta primérdios gonadais e genitais
indiferenciados e bipotentes nos dois sexos, impossibilitando diferenciacao sexual, seja macro
ou microscopica (Maciel-Guerra; Guerra-Jinior, 2019).

A determinacdo e a diferenciacdo sexual envolvem eventos com uma complexa rede
hierarquica de genes reguladores e proteinas (Bashamboo et al., 2017). Entre esses processos,
a determinagao sexual se dd no estabelecimento do sexo cromossdmico (46,XX ou 46,XY),
enquanto a diferenciacdo ¢ por meio do desenvolvimento de dutos genitais e da genitalia
externa (Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

O gene SRY (Sex-determining Region on the Y chromosome) esta especificamente
ligado a esses processos, uma vez que, quando expresso, ele ¢ um determinante para o sexo
masculino e, quando ausente ¢ determinante para o sexo feminino (Mello et al., 2005; Poulat
et al., 2018; Gomes et al., 2018).

Aliado ao SRY, no desenvolvimento do sexo masculino (figura 1), estd o gene SOX9
(SRY-related HMG-box 9), que ¢ expresso nos testiculos em desenvolvimento, e continua
sendo expresso nas células de Sertoli, deixando de ser expresso no tecido ovariano (Domenice
et al., 2002; Bashamboo et al., 2017; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

Os ductos de Wolff surgem a partir da terceira semana de gestagdo, por meio da agdo
da testosterona secretada pelas células de Leydig, posteriormente se diferenciam em
epididimo, ducto deferente e vesicula seminal (Domenice et al., 2002; Bashamboo et al.,
2017; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

A testosterona (T) secretada pelos testiculos é convertida perifericamente em
di-hidrotestosterona (DHT) pela acdo da enzima Sa-redutase, nos tecidos periféricos como a
pele e foliculos pilosos. A DHT atua nos genitais externos indiferenciados, promovendo sua
diferenciagdo em estruturas masculinas. Sob sua acdo, o tubérculo genital se desenvolve na
glande do pénis, as pregas urogenitais formam o corpo do pénis, as pregas labio-escrotais se
transformam na bolsa escrotal e o seio urogenital origina a prostata. Essa acao da testosterona
e da di-hidrotestosterona ocorre por meio do Receptor de Androgenos (AR) (Domenice et al.,
2002; Bashamboo et al., 2017; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

Os ductos de Miiller surgem a partir da sexta semana de gestacdo e sofrem regressao
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sob acao do hormdnio anti-miilleriano (HAM) produzido pelas células de Sertoli. Essa maior
expressao do HAM ocorre através da interagdo dos genes SOX9 e NR5AI (nuclear receptor
subfamily 5 group A member I). O NR5A1 ¢ um importante regulador da fun¢ao enddcrina no
eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal e no cortex adrenal, desempenhando um papel fundamental
na determinacdo e diferenciagdo sexual (Domenice et al., 2002; Bashamboo et al., 2017,
Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

Enquanto no desenvolvimento do sexo feminino, quando o SRY esta ausente, ha a
expressdo de alguns genes, como WNT4 (do inglés, wingless type MMTYV integration site
family, member 4), RSPOI1 (do inglés, R-spondin 1) e FOXL2 (do inglés, forkhead box L2),
que atuam no desenvolvimento ovariano, diferenciacdo dos ductos de Miiller, supressdo da
diferenciagdo masculina, e na sustentacdo da diferenciagdo de estruturas reprodutivas internas
e externas feminina (Bashamboo; McElreavey, 2015; Michelatto, 2016; Silva, 2023).

Falhas nesses processos bioldgicos podem ocasionar os distirbios do desenvolvimento

do sexo.

Figura 1 - Esquema representativo do desenvolvimento sexual masculino e feminino.

Legenda: O desenvolvimento sexual humano inicia-se a partir de uma génada embrionaria indiferenciada. No
lado esquerdo da ilustragdo, ¢ demonstrado o processo de diferenciagdo para individuos 46,XY, no qual genes
como SRY e SOXY promovem a formacao dos testiculos. Estes, por sua vez, produzem testosterona ¢ o hormonio

antimiilleriano, o que resulta no desenvolvimento de estruturas internas e genitalia externa masculinas. J4 no lado
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direito, observa-se o processo de determinacdo ¢ diferencia¢do sexual em individuos 46,XX. Nesses casos, genes
como WNT4, RSPOI e FOXL2 sao responsaveis por ativar a formagdo dos ovarios, conduzindo ao
desenvolvimento de estruturas internas e genitdlia externa femininas.Fonte: Michelatto, 2016 apud

Biason-Lauber; Chaboissier, 2015.

1.2 Disturbios do Desenvolvimento do Sexo

Como mencionado, eventos biologicos e genéticos sdo necessarios para que a
determinag¢do e a diferenciagdo do sexo acontecam de forma integra. E, quando falhas
acontecem nesses processos, o individuo pode apresentar Distirbios do Desenvolvimento do
Sexo (DDS) (Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

Segundo o Consenso de 2006 (Lee et al., 2006), realizado em Chicago, os DDS sdo
condi¢des congénitas dentro das quais o desenvolvimento do sexo cromossdmico, gonadal
e/ou anatdmico sdo atipicos, ou seja, incomuns. Neste Consenso, foi discutido a importancia
de uma terminologia mais adequada e menos pejorativa, sendo entdo acordado que a melhor
terminologia para tal condi¢do genética seria Distirbios do Desenvolvimento do Sexo,
excluindo os termos "hermafroditismo" e "pseudo-hermafroditismo".

Além disso, foi discutida a importdncia de médicos especializados, especialmente
pediatras, bem como de uma equipe multidisciplinar (figura 2) composta por psicologos,
bidlogos, cirurgides, ginecologistas, entre outros - como as areas citadas na figura 2 -, no
atendimento de recém-nascidos afetados. Esses profissionais sdo fundamentais para a
detecgdo e orientagdo precoce em casos onde ha dificuldade em determinar o sexo da crianga,
0 que pode ser indicativo de uma condi¢ao de DDS. Nesses casos, ¢ essencial realizar uma
investigacdo abrangente, discutir e analisar detalhadamente o quadro clinico, a fim de obter
um diagnostico preciso e iniciar os tratamentos adequados (Lee et al., 2006).

O trabalho em conjunto desses profissionais ¢ essencial, uma vez que cada profissional
possui melhor entendimento de sua area e sempre ha a necessidade de troca de informagdes

entre diferentes areas para que o diagnostico médico se torne mais eficaz (Lee et al., 20006).
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Figura 2 — Esquema de interacio do trabalho em conjunto de uma equipe

multidisciplinar em caso de DDS.

Bioética Endocrinologia

e
.

Enfermagem el Ginecologia

Legenda: A interagdo entre diferentes areas se torna importante para um melhor aconselhamento dos pacientes

afetados, por DDS, e seus familiares. Fonte: Lee et al., 2016 e adaptado pela autora.

Diante disso, hd uma variedade de -caracteristicas clinicas que precisam ser
reconhecidas em um recém-nascido, para se obter um diagnostico claro. As caracteristicas
variam desde a ambiguidade genital evidente até a discordancia entre o fendtipo e o genotipo
do recém-nascido. J4 em adolescentes ou adultos, para se reconhecer um caso de DDS,
observa-se as seguintes caracteristicas: ambiguidade genital ndo reconhecida previamente,
amenorreia primaria, desenvolvimento mamario (ginecomastia) em homem, até mesmo a
infertilidade (Lee et al., 2016; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

Os DDS sao classificados em trés grupos: DDS associado a anomalias cromossdmicas,
DDS 46,XX e DDS 46,XY (Lee et al., 2016).

Dentre os grupos citados, os DDS 46,XY sdo os de maior complexidade no que se
refere a elucidacdo etiologica. Apresentam amplo espectro clinico, podendo apresentar
genitalia externa de aparéncia tipica masculina, micropénis, genitalia externa ambigua,
genitalia externa de aparéncia tipica feminina, resultante de uma masculinizagao intrauterina
incompleta, com ou sem a presenga de estruturas miillerianas. Na maioria desses pacientes,

sdo identificadas gonadas masculinas, embora em alguns casos nenhum tecido gonadal seja
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encontrado (Domenice et al., 2022). Nesses casos, ¢ fundamental realizar um diagndstico
preciso para defini¢do do sexo social, prever as fungdes endocrinas, avaliar as condi¢des de
fertilidade e o risco de desenvolvimento de tumores na vida adulta, além de contribuir para a
melhoria da qualidade de vida do afetado (Gomes, 2019, p. 6).

Dentre os DDS 46,XY se encontra a Sindrome da Insensibilidade Androgénica, a qual

serd abordada neste trabalho.

1.3 Sindrome de Insensibilidade Androgénica

Anteriormente chamada como “Sindrome de Feminilizagao Testicular”, a Sindrome da
Insensibilidade Androgénica (SIA) foi descrita em 1953, por John Morris, quando ele
observou que seus pacientes apresentavam caracteristicas fenotipicamente femininas,
enquanto eram geneticamente masculinos. A SIA afeta cerca de 2-5 a cada 100.000
individuos 46,XY (Hughes et al., 2012), sendo classificada como uma doenca rara pela
portaria n° 199 de janeiro de 2014 (Portaria n° 199, 2014). E uma condi¢do com heranga
recessiva ligada ao cromossomo X, que afeta apenas individuos com caridtipo 46,XY e
compreende-se como a causa mais comum de DDS 46,XY. Individuos 46,XX portadores
dessa condicdo e portanto heterozigotos, apesar de ndo apresentarem quadro clinico, podem
transmitir o alelo afetado para seus descendentes (Morris, 1953; Hiort et al., 2000; Petroli,
2010; Paoli et al., 2023).

Quigley et al., em 1995, propoés um modelo de classifica¢do dos graus de virilizagao da
genitalia externa (figura 3) que se baseia na classificacdo de Prader, desenvolvida em 1954,
para correlacionar o fendtipo € o gendtipo de pacientes com hiperplasia adrenal congénita
(HAC). O modelo de classificagdo proposto por Quigley avalia o grau de virilizagao
apresentado pelos individuos afetados, variando desde o Quigley 1, que representa o grau
mais virilizado, até o Quigley 7, que indica o grau menos virilizado (figura 3) ( Quigley et al.,

1995).
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Figura 3 - Classificacio da genitalia externa em individuos com SIA, proposta por

Quigley et al., 1995.
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Legenda: Genitalia externa em individuos com SIA, variando desde o Quigley 1 (grau mais virilizado) até o
Quigley 7 (grau menos virilizado). Q1: genitalia masculina; Q2 a QS5: genitalia ambigua, sendo Q6 genitalia

feminina com pilifica¢do; Q7: genitdlia feminina sem pilificacdo.

A classificagdo possui sete graus diferentes para avaliar o déficit de virilizagdo em

pacientes com SIA. Sendo estes graus:

1- Quigley 1 (genitalia masculina): conhecida como a forma branda da SIA, este
grau abrange individuos com resposta normal aos androgenos durante a vida fetal e genitalia
externa masculina. Geralmente observado na forma branda da SIA, em homens inférteis e/ou
em casos de ginecomastia.

2- Quigley 2 (Genitalia ambigua): abrange individuos com fendtipo masculino,
mas com uma virilizagao fetal ligeiramente deficiente, com manifestacdo de hipospadia,
observada na forma PAIS da SIA.

3- Quigley 3 (Genitdlia ambigua): abrange individuos com caracteristica
predominantemente masculina, porém com virilizagdo uterina comprometida. Apresenta
hipospadia perineal e pénis pequeno com criptorquidia e/ou escroto bifido. Observada na
forma PAIS da SIA.

4- Quigley 4 (Genitalia ambigua): abrange individuos com virilizagdo
comprometida e apresentam um falo intermediario entre clitoris e pénis. Observada na forma
PAIS da SIA.

5- Quigley 5 (Genitdlia ambigua): abrange individuos fenotipicamente
aparentemente feminino, com minima a¢do de androgenos durante o desenvolvimento fetal, e
que apresentam orificio uretral e vaginal, e clitoromegalia leve e/ou uma fusao labial posterior

de grau reduzido. Observada na forma PAIS da SIA.
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6- Quigley 6 (Genitalia feminina): abrange individuos fenotipicamente femininos
sem acdo de androgenos durante o desenvolvimento fetal, podendo desenvolver pelos
pubianos e/ou axilares. Observada na forma PAIS da SIA.

7- Quigley 7 (Genitalia feminina): abrange individuos fenotipicamente femininos
sem desenvolvimento de pelos pubianos ou axilares. Observada na forma CAIS da SIA.

Antes da puberdade, ¢ dificil distinguir entre os graus 6 e¢ 7, sendo recomendado

classifica-los como grau 6/7 até que a puberdade seja concluida.

Através desta classificagdo, a SIA pode apresentar trés formas de expressao: a forma
branda (MAIS), a forma parcial (PAIS) e a forma completa (CAIS).

A MALIS ¢ a forma mais branda, pois os pacientes apresentam fendtipo masculino, e €
classificada como Q1 (figura 3). Porém podem apresentar azoospermia (auséncia de
espermatozodides no liquido seminal), infertilidade e/ou ginecomastia (crescimento anormal
das mamas) (Petroli et al., 2017; Batista et al., 2018; Paoli et al., 2023).

A PAIS, diferentemente da MAIS e CAIS, apresenta um grau variado de virilizagao,
sendo classificada de Q2 a Q6 (figura 3). A genitalia externa pode apresentar-se ambigua ou
feminina, sendo incompletamente virilizada, onde pode-se observar falo hipertrofiado, seio
urogenital com contorno vaginal cego, testiculos palpaveis, ou ndo palpaveis, pregas labio
escrotais parcialmente fundidas ou escroto (Petroli et al., 2017; Batista et al., 2018; Fulare et
al., 2020; Paoli et al., 2023).

A CAIS ¢ a forma mais grave, classificada como Q7 (figura 3). E caracterizada por
individuos 46,XY com genitdlia externa feminina, vagina de fundo cego podendo o
comprimento ser variavel, hd auséncia da genitalia interna, pois durante a vida intrauterina o
HAM foi expresso resultando na nao formagao da mesma. Apesar da vagina apresentar canal
curto, € possivel ter relacdes sexuais. Um importante sinal clinico ¢ a amenorreia primaria,
sendo esse o principal motivo de consulta médica na puberdade (Petroli et al., 2017; Batista
et al., 2018; Fulare et al., 2020; Paoli et al., 2023).

A SIA ¢ causada por alteragdes deletérias no gene AR, afetando a resposta das células

alvos para testosterona e di-hidrotestosterona (Calderon et al., 2019).
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1.4 O Gene e a Proteina do Receptor de Androgenos

O Receptor de Androgenos ¢ um importante fator de transcri¢do nuclear que ¢ ativado
por ligacdo ao ligante (T ou DHT). Ele estd localizado na regido cromossdmica Xql1-12
(figura 4), possui oito éxons que codificam a proteina AR, que possui trés dominios
funcionais distintos (figura 4), com 920 aminoacidos em sua totalidade (Quigley et al., 1995;
Ghali et al., 2003; Tufan et al., 2005; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

A proteina atua como um fator de transcri¢do ativado por hormdnio esteroide. Quando
se liga ao hormonio, o receptor se separa das proteinas acessorias, move-se para o nucleo,
forma dimeros e, posteriormente, ativa a transcricdo de genes que respondem ao androgeno. O
gene AR possui dois segmentos polimorficos de repeticdo de trinucleotideos, que codificam
tratos de poliglutamina e poliglicina no dominio de transativacdo N-terminal da proteina
(Franklin by genoox; (Quigley et al, 1995; Ghali et al.,, 2003; Tufan et al., 2005;

Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

A proteina AR possui trés dominios (figura 4):

° 0 Dominio Amino Terminal (NTD), responsavel pela regulagdo transcricional,
esta localizado no éxon 1 (aminoacidos 1-538);

° o Dominio de Liga¢cdo ao DNA (DBD), responsavel pela localizagao nuclear e
ligagdo do AR as sequéncias de DNA dos elementos androgeno-responsivos, estd localizado
nos ¢xons 2 ¢ 3 (aminoacidos 539-628), ¢;

° o Dominio de Ligagao Carboxi Terminal (LBD), responsavel pela ligagdoa T e
DHT, est4 localizado nos éxons 4 a 8, abrangendo os aminodcidos 670-920 (Quigley et al.,

1995; Ghali et al., 2003; Tufan et al., 2005; Maciel-Guerra; Guerra-Junior, 2019).

Além disso, hd uma regido de dobradiga entre os dominios DBD e LBD, chamada de
hinge (H), codificada pela por¢do 5' do éxon 4 (localizada entre os aminoacidos 629-669),
sendo responsavel pela translocagdo do complexo hormonio-receptor do citoplasma para o
nlcleo da célula, uma vez que possui o sinal de localizacdo nuclear (NLS) (Quigley et al.,

1995).
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Figura 4 - Localizacio da alteracio e organizacao do gene AR e estrutura proteica.
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Fonte: Quigley et al. 1995.

Legenda: Representag@o esquematica do gene do receptor androgénico (4R) localizado no cromossomo X, com
suas respectivas regides codificantes no DNA, cDNA e proteina. No cromossomo X, o gene AR esta situado na
regido Xqll-12. Abaixo, observa-se o gene dividido em 8 exons, seguidos pela sequéncia de cDNA
correspondente. Na sequéncia proteica, destacam-se os dominios funcionais: NTD (Dominio N-terminal), DBD
(Dominio de Ligacdo ao DNA), H (Regido Hinge), LBD (Dominio de Ligacdo ao Ligante), e o ponto de

interacdo com DHT/T (Dihidrotestosterona/Testosterona), que ativa o receptor. Fonte: Quigley et al., 1995.

A alteragdo p.AlaS67Asp, estd localizada na proteina do gene AR, no DBD e no
aminoacido 567. Essa alteragio foi ocasionada pela substitui¢do da Alanina pelo Acido
Aspartico (figura 4). A Alanina ¢ uma molécula de estrutura simples, baixa reatividade e nao
polar, enquanto o Acido aspartico é uma molécula de carga negativa e polar. Quando ha essa
substitui¢do, ocorre uma desestabilidade na estrutura da proteina, podendo causar repulsio
entre as outras partes da proteina, prejudicando o funcionamento da proteina e at¢ mesmo

alterando a sua forma (Betts; Russell, 2003).

Figura 5 - Estrutura das moléculas de Alanina e Acido Aspartico.
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Legenda: Estrutura bioquimica dos aminoacidos Alanina e Aspartato, destacando suas cadeias laterais em rosa.

A Alanina ¢ uma molécula simples, baixa reatividade e ndo polar, enquanto o Acido aspartico ¢ uma molécula de
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carga negativa e polar. Fonte: Nelson, D. L., & Cox, M. M.., 2017.

1.5 Bioinformatica

Atualmente, a bioinformatica tem sido uma grande aliada da Genética Humana.
Através dela, ¢ possivel realizar analises computacionais de sequéncias de DNA, RNA e
proteinas, de maneira direta e indireta (Neshich et al., 2003; Prosdocimi; Santos, 2004).

As ferramentas computacionais sempre estdo sendo otimizadas para que os dados
moleculares possam ser depositados nos bancos de dados, complementando, assim, as
analises realizadas pela comunidade cientifica (Neshich et al., 2003; Prosdocimi; Santos,
2004).

Segundo o Protein Data Bank (PDB) (https:/www.wwpdb.org/stats/deposition), um

importante banco de dados, até 18 de outubro de 2024, ja foram depositados 244.898 dados de
estruturas macromoleculares, desde o ano 2000. Isto demonstra, que constantemente novos
dados sdo gerados contribuindo para as pesquisas.

Além disso, grande parte das ferramentas in silico geram resultados de forma répida e
de baixo custo, e sdo de livre acesso.

Desta forma, neste trabalho, foi possivel utilizar a bioinformatica como ferramenta
para analises preditivas in silico e analises conservacionais de uma alteragdo genética inédita

identificada em uma familia com Sindrome da Insensibilidade Androgénica.


https://www.wwpdb.org/stats/deposition
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

° Avaliar o impacto funcional de uma alteragdo inédita na proteina do Receptor
de Androgeno encontrada em uma familia com Insensibilidade Androgénica, através de

ferramentas de bioinformatica.

2.2 Objetivos Especificos

° Realizar andlises preditivas para determinar o potencial patogénico da alteragao
p-Ala567Asp na proteina AR.

° Estabelecer a correlagdo genoétipo-fendtipo da familia estudada buscando
estabelecer uma relagdo direta entre o potencial patogénico da alteracdo e as caracteristicas

clinicas observadas.
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3 METODOLOGIA

Este ¢ um trabalho descritivo de caso clinico de uma familia com caracteristicas
clinicas de SIA, onde foram analisados dados clinicos e moleculares de 31 participantes, o
qual teve aprovagdo do Comité de Etica da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro
(UFTM), sob CAAE: 33432214.6.0000.5154.

As andlises de bioinformatica foram realizadas no Laboratorio de Genética Molecular
Humana (LGMH), do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes, da Universidade
Federal de Alagoas (HUPAA/UFAL), e teve como colaboragdo a UFTM, que cedeu as
informagdes clinicas e moleculares da familia estudada.

O sequenciamento completo do gene AR (tabela 1) de todos os participantes da
pesquisa foi realizado na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), através do

método de Sanger.
3.1 Revisao de literatura

A partir das informagdes disponibilizadas pelo grupo colaborador da UFTM, foi
realizada a pesquisa em bancos de dados para verificar se a alteracdo p.Ala567Asp ja havia
sido descrita na literatura. Para isso foram utilizadas as seguintes bases: HGMD

(https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php); CLINVAR
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/); ARDB (https://www.androgendb.mcgill.ca/). O

PUBMED (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) foi utilizado como um complemento para as

pesquisas. Além disso, esses bancos de dados foram consultados para um estudo aprofundado
do cédon alterado e das trocas que resultam no aminoécido final, a fim de realizar possiveis

correlagdes com a alteracao identificada.

O The Human Gene Mutation Database (HGMD) ¢ um site criado como o objetivo de
reunir todas as alteracdes genéticas conhecidas (publicadas) responsaveis por doencas

hereditarias humanas.

O PUBMED ¢ uma plataforma de busca de livre acesso, da National Library of

Medicine, que abrange diversos estudos ja publicados.

O CLINVAR ¢ uma ferramenta utilizada para depdsito e consulta de alteragdes

genéticas relacionadas a distirbios genéticos.


https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://www.androgendb.mcgill.ca/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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O Androgen Receptor Gene Mutations Database (ARDB) ¢ um banco de dados que

retne alteracdes encontradas no Receptor de Androgenos. Também foram utilizados os sites

RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) e PhosphoSite

(https://www.phosphosite.org/homeAction.action) para complementar esta revisdo de

literatura. O RCSB Protein Data Bank ¢ um banco de dados de acesso livre, que possui
moléculas bioldgicas (proteina, DNA, RNA), em estrutura 3D. Enquanto o PhosphoSite ¢ um

site que contribui no estudo de modificagdes pos-traducionais (PTMs) de proteinas.
3.2 Analise de conservacao

Para as analises de conservagdo da proteina do Receptor de Androégeno em diferentes
espécies de vertebrados, foi utilizado o Clustal Omega, um programa de livre acesso que
possui a funcao de alinhar multiplas sequéncias de proteinas com a finalidade de apresentar o

grau de conservacdo de determinada regido (Sievers; Higgins, 2018).
3.3 Analises preditivas

O Franklin by genoox foi utilizado para classificagdo do potencial patogénico da
alteracdo inédita p.Ala567Asp. Essa plataforma ¢ a mais completa e reune diversos algoritmos
para classificacdo da alteracdo de acordo com os critérios estabelecidos pelo Colégio
Americano de Genética Médica e Gendmica (do inglés, ACMG). As alteracdes podem ser
classificadas em benigna, provavelmente benigna, alteragdo de significado incerto,

provavelmente patogénica e patogénica (Richards et al., 2015).

Além disso foram utilizados os seguintes programas de bioinformadtica: Mutation

Taster  (http://www.mutationtaster.org/);  PolyPhen-2  (Polymorphism  Phenotyping)

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/);  SIFT  (Sorting Intolerant From  Tolerant)

(https://sift.bii.a-star.edu.sg/), para complementar as analises preditivas da alteracdo aqui
estudada, uma vez que estes programas revelam graus de patogenicidade de acordo com os

scores estabelecidos neles.

O Mutation Taster ¢ um programa com intuito de avaliar o potencial patogénico de
alteragdes na sequéncia de DNA, prevendo substituicoes de aminoacidos, alteragdes
intronicas e sindnimas, alteragdes de insercdo e/ou delecdo curtas (indel) e alteragdes que

abrangem regides flanqueadora intron-exon. Ele inclui todos os Polimorfismos de


https://www.rcsb.org/
https://www.phosphosite.org/homeAction.action
http://www.mutationtaster.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
https://sift.bii.a-star.edu.sg/
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Nucleotideo Unico (SNPs) que se encontram disponiveis no Projeto 1000 Genomas

(https://www.internationalgenome.org/) (Schwarz et al., 2014).

Segundo Adzhubei et al. (2013), a ferramenta PolyPhen-2 tem como funcao prever
possiveis efeitos sobre substituigdes de aminodcidos diante a estabilidade e fun¢do de
proteinas humanas, se utilizando de dados evolutivos estruturais e comparativos. Além disso,
identifica SNPs relacionados a transcricdo de genes, identifica dados de sequéncias de

proteinas e tragos estruturais e elabora perfis de conservacgao.

O programa SIFT possui algoritmos que analisam o potencial impacto de alteragdes,

como a substituicdo de aminodcidos, sobre a fun¢do de proteinas (Sim et al., 2012).

Todos os programas e sites utilizados sdo de livre acesso e cada um conta com
métodos computacionais especificos para avaliar diferentes fungdes e regides de proteinas,

contribuindo para o entendimento do efeito da alteragao sobre a proteina alterada.


https://www.internationalgenome.org/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise do gene AR dos participantes da pesquisa

A familia estudada possui 52 pessoas (figura 6), sendo que 31 participaram desta
pesquisa e tiveram o gene AR sequenciado.

O sequenciamento (tabela 1) revelou 5 afetados pela alteragdo p.AlaS67Asp
(chrX-67643339 C>A; AR:c.1700C>A; NM 000044.6) e 7 portadores assintomaticos
(AR:c.1700C/A). Os afetados apresentam cariétipo 46,XY e os portadores 46,XX.

Os afetados apresentaram diagndstico clinico com caridtipo 46,XY.

Figura 6 - Heredograma familiar.
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Legenda: Heredograma da familia estudada, composto por 52 individuos. Individuos I 12, IV 6,IV 8§,V 1,V 2
sao afetados pela SIA (5 afetados); e os individuos 112, I1 5, IIT 2, IIL 4, IV 2, IV 4; V 3 sdo portadores da SIA (7

portadores). Fonte: elaborado pela Universidade Federal do Triangulo Mineiro e adaptado pela autora.

Tabela 1 — Sequenciamento do gene AR da familia estudada.

Individuo Cariotipo Regido: AR:c.1700
112 46,XX C/A
s 46,XX C/A
111 2 46,XX C/A
101 4 46,XX C/A
mr7 46,XX c/C

101 12 46, XY A

111 14 46,XX c/C
11 16 46,XX c/C
v 2 46,XX C/A
vV 4 46,XX C/A
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V6 46,XY A
V7 46,XX c/C
V8 46,XY A
IV9 46,XX c/C
IV 11 46,XX c/C
IV 14 46,XX c/C
IV 15 46,XX c/C
IV 17 46,XX c/C
IV 18 46,XX c/C
IV 23 46,XX c/C
IV 26 46,XX c/C
IV 27 46,XX c/C
Vi 46,XY A
V2 46,XY A
V3 46,XX C/A
V4 46,XX c/C
V20 46,XX c/C

Legenda: C/A — portadoras assintomaticas; A - afetadas com fendtipo completo da SIA; C/C — normal.

Fonte: elaborado pela Universidade Federal do Triangulo Mineiro e adaptado pela autora.

A alteragdo p.Ala567Asp ndo foi identificada nas bases HGMD, CLINVAR e ARDB,

em buscas realizadas até 14/10/2024, caracterizando-a como uma alteragao inédita.
Quanto as analises do aminoacido 567 da proteina AR, nenhuma troca aminoacidica foi
verificada relacionada a insensibilidade androgénica. No entanto foi identificada em uma
pesquisa realizada em 14/10/2024, no HGMD, uma troca de Alanina por Treonina
(p.Ala567Thr), relacionado ao fenétipo de hiperplasia adrenal congénita (HAC), no gene AR
(a descrigao desta alteracao pode ser encontrada no artigo “A novel androgen receptor gene
mutation in a patient with congenital adrenal hyperplasia associated with penoscrotal
hypospadias”. DOI: 10.1016/j.trs1.2014.03.013).

A HAC, diferentemente da SIA, é um distarbio raro advinda de doengas autossomicas
recessivas, resultantes de alteragdes em genes que codificam enzimas envolvidas na
esteroidogénese adrenal. Falhas em qualquer uma das enzimas presentes na cascata de sintese
dos hormonios esteroides, podem resultar na HAC, e em 95% dos casos, ¢ devido a

deficiéncia da enzima 21-hidroxilase (21-OHD). Apesar de a SIA e a HAC nao possuirem


https://doi.org/10.1016/j.trsl.2014.03.013
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caracteristicas clinicas em comum, vale ressaltar essa heterogeneidade encontrada na regido
do aminoacido 567 (Nunes Neto et al., 2023).

Através desta andlise acerca da regido aminoacido 567, verificou-se que nao ha
alteragdes patogénicas descritas no aminoacido 567 da proteina AR relacionadas a SIA.

Paralelamente, foram analisadas todas as trocas envolvendo o aminoacido 567 da
proteina AR, todas as trocas de Alanina (A) por Acido Aspartico (D) na proteina AR descritas
na literatura e seus respectivos fendtipos, assim como todas as trocas aminoacidicas na
proteina AR que resultam em Acido Aspartico, com a finalidade de comparar a quantidade de
alteracdes encontradas, e a heterogeneidade de fenotipos, dentre os trés dominios funcionais
do gene AR, nestas condigdes de trocas aminocidicas.

No HGMD e CLINVAR os resultados das pesquisas envolvendo as trocas de Alanina
(A) por Acido Aspartico (D), revelaram quatro alteragdes; e no ARDB foram registradas sete
alteracdes (tabela 2).

Nas anélises das trocas aminoacidicas que resultam em Acido Aspartico, observou-se
o seguinte: pelo HGMD foram encontradas onze alteragdes; no CLINVAR foram identificadas
dezessete alteracdes; e pelo ARDB foram observadas dez alteragdes (tabela 3).

Todas as alteragdes envolvendo a troca de Alanina por Acido aspartico e todas as
trocas aminoacidicas que resultaram em Acido Aspartico, identificadas nos bancos

pesquisados, estdo relacionadas aos diferentes fenotipos de SIA (tabelas 2 e 3).

Tabela 2 — Trocas de Alanina (A) por Acido Aspartico (D) na proteina AR e seus

respectivos fendtipos.

Programa Alteracio Posicao no Dominio na | Fenétipo Analise preditiva
utilizado (posi¢do na cDNA proteina AR utilizando Franklin
proteina)
HGMD p.Ala574Asp c.1721C>A DBD PAIS Provavelmente patogénico
HGMD p.-Ala587Asp c.1760C>A DBD * Provavelmente patogénico
HGMD p-Ala646Asp c.1937C>A H NORMAL Benigno
HGMD p.Ala749Asp c.2246C>A LBD CAISe Provavelmente patogénico
PAIS
CLINVAR p.Ala270Asp c.809C>A NTD * VusS
CLINVAR p-Ala429Asp c.1286C>A NTD * Provavelmente patogénico
CLINVAR p.Ala646Asp c.1937C>A H PAIS Benigno
CLINVAR p-Ala766Asp c.2297C>A LBD * Patogénico
ARDB p-Ala574Asp c.1721C>A DBD CAIS Provavelmente patogénico
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ARDB p-Ala587Asp c.1760C>A DBD CAIS Provavelmente patogénico
ARDB p-Ala646Asp c.1937C>A LBD PAIS Benigno
ARDB p-Ala646Asp c.1937C>A LBD NORMAL Benigno
ARDB p-Ala646Asp c.1937C>A LBD CAIS Benigno
ARDB p-Ala646Asp c.1937C>A LBD MAIS Benigno
ARDB p-Ala749Asp c.2246C>A LBD PAIS Provavelmente patogénico

Legenda: (*) alteracdo descrita sem associagdo direta com o fenotipo de SIA. DBD = Dominio Central de
Ligacdo ao DNA; LBD = Dominio de Ligagdo Carboxi Terminal;, VUS = significado incerto; H = hinge. Fonte:
HGMD, Clinvar, ARDB e Franklin.

Tabela 3 - Trocas aminoacidicas na proteina AR que resultem em Acido Aspartico.

Programa Alteracio Posicio no | Dominio | Fendti | Anailise preditiva utilizando
utilizado (posi¢ao na cDNA na po Franklin
proteina) proteina
AR

HGMD p.Gly507Asp c.1520G>A NTD * VvUS

HGMD p-Glu682Asp ¢.2046G>C LBD CAIS Provavelmente patogénico

HGMD p-Glu682Asp c.2046G>T LBD CAIS Provavelmente patogénico

HGMD p-Gly725Asp c.2174G>A LBD CAIS Provavelmente patogénico

HGMD p-Tyr740Asp c.2218T>G LBD CAIS Provavelmente patogénico

HGMD p-Gly751Asp c.2252G>A LBD CAlISe Provavelmente patogénico

PAIS
HGMD p-Tyr782Asp c.2344T>G LBD CAlISe Patogénico
PAIS

HGMD p.Glu794Asp ¢.2382G>C LBD * VUS

HGMD p.Glu794Asp c.2382G>T LBD * VUS

HGMD p-Glu898Asp €.2694G>C LBD * Provavelmente patogénico

HGMD p-Glu898Asp c.2694G>T LBD * Provavelmente patogénico
CLINVAR p-Tyr572Asp c.1714T>G DBD CAIS Provavelmente patogénico
CLINVAR p-Val582Asp c.1745T>A DBD CAIS Provavelmente patogénico
CLINVAR p-Glu679Asp c.2037A>C LBD * Provavelmente patogénico
CLINVAR p-Glu679Asp c.2037A>T LBD * Provavelmente patogénico
CLINVAR p-Glu707Asp c.2121A>C LBD * VUS
CLINVAR p-Glu707Asp c.2121A>T LBD * VUS
CLINVAR p-Tyr782Asp c.2344T>G LBD * Patogénico

ARDB p-Gly507Asp c.1520G>A NTD MAIS VUS
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ARDB p-Glu682Asp ¢.2046G>C LBD CAIS Provavelmente patogénico
ARDB p-Glu682Asp c.2046G>T LBD CAIS Provavelmente patogénico
ARDB p-Ala688Asp c.2063C>A LBD PAIS Provavelmente patogénico
ARDB p-Gly725Asp c.2174G>A LBD CAIS Provavelmente patogénico
ARDB p-Tyr740Asp c.2218T>G LBD CAIS Provavelmente patogénico
ARDB p-Gly751Asp c.2252G>A LBD CAIS Provavelmente patogénico
ARDB p-Tyr782Asp c.2344T>G LBD CAIS Patogénico

ARDB p.Glu794Asp c.2382G>T LBD MAIS VUS

Legenda: (*) alterag@o descrita sem associacdo direta com o fendtipo de SIA. DBD = Dominio de Ligagdo ao
DNA; LBD = Dominio de Ligagdo Carboxi Terminal; NTD = Dominio Amino Terminal; VUS = significado
incerto. Fonte: HGMD, Clinvar, ARDB e Franklin.

Na tabela 2, a porcentagem de alteragdes associadas a MAIS foi de 6,6%, para PAIS
foi de 33,3%, para CAIS foi de 26,6%, tipico foi de 13,3%, e para sem associacdo direta com
a SIA foi de 20,2%. Enquanto na tabela 3, a maior porcentagem encontrada foi para o
fendtipo de CAIS, apresentando 51,85%. Os fenotipos de MAIS e PAIS demonstraram 7,4% e
11%, respectivamente, e 29,75% para sem associacao direta com a SIA.

Apesar da tabela 2, o fen6tipo de PAIS ter demonstrado maior porcentagem, pode-se
observar que a maioria dos fendtipos encontrados estdo relacionados a CAIS, e isso
demonstra que estas regides dos aminoacidos podem ser extremamente conservadas e

alteragdes nestas regides serdo prejudiciais e potencialmente deletérias.

4.2 Analise através do Clustal Omega

No Clustal, realizou-se o alinhamento de multiplas sequéncias para analisar a regido
do aminoéacido 567 e determinar se esta ¢ uma regido conservada. Utilizando o site da
National Library of Medicine (https:/www.nlm.nih.gov/), foram coletadas as sequéncias
aminoacidicas de sete vertebrados, incluindo a humana. Apo6s o alinhamento, observou-se que
a regido 567 da proteina AR ¢ altamente conservada entre as diferentes espécies analisadas -
Anas zonorhyncha (pato de bico amarelo asiatico), Astyanax mexicanus (peixe-cego das
cavernas), Canis lupus familiaris (cdo doméstico), Homo sapiens (humanos), Lithobates
catesbeianus (sapo-touro americano), Pan troglodytes (chimpanzé comum) e Pelodiscus
sinensis (tartaruga-de-casco-mole-chinesa) - (Figura 7), sugerindo que alteracdes nessa regiao
podem ser extremamente prejudiciais e potencialmente deletérias. Além disso, a regido DBD,

a qual se encontra a alteracdo p.Ala567Asp, ¢ altamente conservada, uma vez que apresenta


https://www.nlm.nih.gov/
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aproximadamente 80% da identidade dos aminoacidos (Thompson; Higgins; Gibson, 1994;

Quigley et al., 1995).

Figura 7 — Alinhamento de multiplas sequéncias realizado no Clustal Omega.

ESPECIE AMINOACIDOS
Homo sapiens QKTCLI CGDEASGCHYG- ALT
Anas zonorhyncha QKTCGCLI CGD A GCHY G- ALT
Astyanax mexicanus QRTCLI CSDEASGUCHY G- ALT
Canis lupus familiaris QKTCLI CGDEASGCHYG- ALT
Lithobates catesbeianus QK P CL SCEDEASGCHYE- ALT
Pan troglodytes QKTCLI CGDEASGCHYG- ALT
Pelodiscus sinensis QKTCLI CGDEASGCHYG- ALT

Legenda: Os aminoacidos (A = alanina) em vermelho compreendem a regido do aminoacido 567. (*) regido

totalmente conservada; () regido com conservagao de propriedades quimicas. Fonte: Clustal Omega.

43 Analise através do Franklin
Com a utiliza¢do da plataforma Franklin by genoox, foi possivel coletar diversos dados
acerca da alteracdo p.Ala567Asp na proteina AR, esta que foi classificada como

provavelmente patogénica (figura 8), com score de 0.991.

Figura 8 — Classificac¢do sugerida pelo Franklin.

Suggested Classification

Likely Pathogenic

o o - - T e— -
Benign Likely Benign VUS Likely Pathogenic Fathogenic

Legenda: Benign = benigno; Likely benign = provavelmente benigno; VUS = significado incerto; Likely
pathogenic = provavelmente patogénico; Pathogenic = patogénico. Imagem retirada do Franklin (Acesso em

16/10/2024: https://franklin.genoox.com/clinical-db/variant/snp/chrX-67643339-C-A-hg38).



https://franklin.genoox.com/clinical-db/variant/snp/chrX-67643339-C-A-hg38
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Além da classificacdo do Franklin ser baseada no ACMG, ha um score que varia de 0
a 1, sendo O considerado alteracdo benigna e 1 alteragdo patogénica, conforme classificacao

abaixo:

° Benigno: 0-0.15

° Patogénico com suporte: 0.7-0.8
° Moderadamente Patogénico: 0.8-0.9
° Fortemente Patogénico: 0.9-1.0

Segundo o Franklin, ha cerca de 17.951 artigos publicados sobre o gene AR, destes,
195 artigos publicados no dominio de ligagdo ao DNA, da proteina AR. Além disso, foi
possivel observar que no éxon 2, existem 21 alteragdes patogé€nicas ou provavelmente
patogénicas. O que sustenta essas informagdes ¢ o fato de que nesta regido, a incidéncia de
alteracdes missense benignas ¢ baixa, geralmente as alteragdes nesta regido tendem a ser
patogénicas ou provavelmente patogénicas. Observou-se ainda que, hd trés vezes mais
alteragdes patogénicas do que alteragdes benignas missense neste gene. Desta forma, esta

regido alterada demonstra ser frequentemente associada a efeitos patogénicos.

O Franklin apresentou, através do contexto do GnomAD (Genome Aggregation
Database), um score de maior do que 3.09, e segundo a classificagdo Z-score - que € usado
para avaliar o qudo raras ou comuns sdo as alteracdes em um gene especifico - quando um
gene apresenta um Z-score maior do que 3.09, as alteragdes missense sdo consideradas raras,

sugerindo sua importancia funcional em um organismo.

Nao foram encontrados dados populacionais no Franklin referente a alteracdo

p-Ala567Asp, pois trata-se de uma alteracao inédita.

No Griafico 1, pode-se observar que ha alteragdes descritas antes e depois da regido
567, contudo, ndo ha nenhuma alteragdo descrita na regido em questdo. Este grafico reforca as
analises realizadas através do HGMD, CLINVAR ¢ ARDB de que ndo h4 alteracdes descritas
na regido do aminoacido 567 até o dia 14 de outubro de 2024, data em que esta analise foi

realizada.
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Grafico 1 — Grafico visualizador das regidoes aminoacidicas no gene AR.

ChrX:66863153-66863209

66.863.160 66.863.170 BE.8E3]180 66.863.190 B6.8563.200
Lys Thr Cys Leu Ile Cys Gly Asp Glu alg Ser Gly Cys. His Tyr Gly Ala Leu Thi
AGAC cC ATC AGA AAGKRITTC T C A AT AGCTC AC
~ Domains
zf-C4

~ Assessments (Clinvar / Uniprot)

v Assessments Distribution

LOF Down stream (78): 78F |0 | O & Up stream (57): 55 P | 2 |0B

Legenda: A regido da proteina, especificamente no dominio de ligagdo ao DNA, ¢ destacada no circulo azul,
onde a posi¢do 567 do aminoacido ¢ visivel, indicando que ainda ndo foram descritas alteragdes nessa area. Apos
a posi¢do do aminodcido 567 (Down stream), foram descritas 78 alteragdes patogénicas (P). Anteriormente a
regido do aminodcido 567 (Up stream), foram descritas 55 alteragdes patogénicas e 2 de significado incerto

(VUS). Fonte: Franklin. (Acesso em 14/10/2024:
https:/franklin.genoox.com/clinical-db/variant/snp/chrX-66863181-C-A?app=assessment-tools).

Através do grafico de predicdes (grafico 2), foi possivel comparar o score de alguns
sites ou programas que contém informagdes acerca da alteracao estudada, variando desde uma
classifica¢do benigna até deletéria (patogénica). Os programas utilizados pelo Franklin foram:

Splice Al Primate Al, EVE, AlphaMissense, Revel e Aggregated Prediction.

O Splice Al preve os efeitos das alteracdes genéticas nos processos de splicing de
RNA. O Primate Al prevé o impacto de alteracdes genéticas nos genes, analisando as
alteragdes de DNA para determinar se elas t€ém o potencial de causar doengas. O EVE
identifica quais alteragdes tém maior probabilidade de afetar a fungdo da proteina. O Alpha
Missense analisa a posi¢ao da alteracdo dentro da estrutura da proteina e sua provavel fungao
para determinar seu impacto. O Revel e o Aggregated Prediction combinam outras
ferramentas preditivas, como SIFT, PolyPhen-2, Mutation Assessor, para avaliar o impacto

das alteragdes missense.


https://franklin.genoox.com/clinical-db/variant/snp/chrX-66863181-C-A?app=assessment-tools
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Grafico 2 — Grafico de predicoes.

0.8
0.
0.
0.
0

Sphce Al Primate Al Revel Aggregated  Alpha Mrsense
Prediction

o

o

b2

Fonte: Elaborado pela autora baseado no Franklin.

Em um score de 0 a 1, sendo classificado em fortemente benigno e fortemente

patogénico, respectivamente, observou-se que:

° Splice Al demonstrou um score de 0.03, considerando a alteragdo como
benigna;
° EVE demonstrou um score de 0.58, considerando a alteracdo como deletéria

baixa (patogénica);

° Primate Al demonstrou um score de 0.88, considerando a alteragdo como
patogénica moderada;

° Revel demonstrou um score de 0.97, considerando a alteragao como fortemente
patogénica (deletéria);

° Aggregated Prediction demonstrou um score de 0.99, considerando a alteracdo
como patogénica (deletéria);

° Alpha Missense demonstrou um score de 1, considerando a alteragcdo como

fortemente patogénica (deletéria).

Como a alteragdo ndo estd localizada em uma regido de splicing, o score do Splice Al

a classificou como benigna (figura 9).
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Figura 9 - Regido de introns e exon no gene AR.

intron 1

exon 2

intron 2

Legenda: Parte da sequéncia do gene AR evidenciando a localizagdo do nucleotideo alterado. Fonte:

Elaborado pela autora.

Com as andlises do Franklin, foi possivel inferir que esta ¢ uma alteragdo
provavelmente patogénica, pois pelo menos trés dos seis programas analisados por ele
demonstraram um score acima de 0.9. Além disso, ¢ rara, uma vez que apresenta um Z-score

maior do que 3.09 de acordo com 0 GnomAD.

4.4 Analises realizadas através dos programas Mutation Taster, PolyPhen-2 e SIFT.

Utilizando os programas Mutation Taster, PolyPhen-2 e SIFT, foi possivel analisar a
alteracdo p.Ala567Asp com maior precisdo. Cada um desses programas fornece uma
avaliagdo quantitativa sobre a probabilidade de uma alteracdo ser patogénica. O Mutation
Taster e PolyPhen-2 apresentam scores que variam de 0 a 1, onde valores mais proximos de 1
indicam maior probabilidade de patogenicidade. No SIFT, altera¢cdes com score <0,05 sdo

consideradas deletérias. Os resultados obtidos com esses programas convergiram para a
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conclusdo de que a alteracao p.Ala567Asp possui um alto potencial de ser patogénica.

Figura 10 — Resultado Mutation Taster.

disease causing Model: simple_aae, prob: 0.999999999941412

hyperlink
« amino acid sequence changed
« protein features (might be) affected
» splice site changes

Legenda: Essa alteragdo modifica a proteina. A sequéncia aminoacidica e o sitio de splicing sao alterados.

Fonte: Mutation Taster.

Figura 11 — Resultado Polyphen-2.

This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING  with a scare of 1,000 (sansiivity: 0.00; specificity: 1.00)

G

r T T T T L]
0,00 .20 .40 0.60 0.00 1,00

Legenda: Essa alteragdo ¢ considerada provavelmente patogénica com um score de 1. Fonte: Polyphen-2.

Figura 12 — Resultado SIFT.

pos a C D E F G H I K L M N P Q R 5 T v W ¥

B0, 800,020,090 .08 ¢
.858.810.020.898 .€
.83

BB 1.88¢

BB 1.88¢
Bl8.831.
.e@a.808.0
.868..
.e89.000.000

e, B
B.0959.118.

Legenda: Amarelo = regido alterada e seu respectivo aminoacido Alanina (A); Azul = aminoacido que houve a

troca; Verde = score de probabilidade. Fonte: SIFT.

Diante do que foi apresentado, estudos futuros mais aprofundados poderdo fornecer
mais respostas acerca da alteracdo, uma vez que esta ¢ inédita e ainda ndo ha estudos tao

abrangentes.
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5 CONCLUSAO

No presente estudo, as andlises preditivas in silico da alteragdo p.Ala567Asp através
do uso destes programas, foram essenciais para complementar a elucidacdo dos diagnosticos
na familia estudada fornecendo mais respostas sobre essa alteragdo, que ainda ndo foi descrita
na literatura.

Com isso, as analises aqui realizadas nos permitem inferir que esta altera¢do inédita
estd associada com o fenodtipo completo da SIA, uma vez que a alteragdo foi encontrada em
cinco pacientes com CAIS e 7 portadores 46,XX sem fenotipo associado, sendo considerada
potencialmente patogénica pelos programas utilizados.

Contudo, anélises funcionais in vitro podem complementar os resultados deste estudo.
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