UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA

RAQUEL MARTINEZ RAMOS

Expansdo do diagnostico molecular da Sindrome de Insensibilidade

aos Androgenos

Sao Paulo 2023



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA

RAQUEL MARTINEZ RAMOS

Expansao do diagnéstico molecular da Sindrome de Insensibilidade

aos Androgenos

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
para a obtencdo do titulo de mestre em Ciéncias Médicas

Area de concentracdo: Dist(rbios Genéticos de Desenvolvimento e Metabolismo

Orientador: Rafael Loch Batista

Sao Paulo 2023



Dados Internacionais de Catalogacédo na Publicacao (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reprodugao autorizada pelo autor

Ramos, Raquel Martine:z

Expansdo do diagndéstico molecular da Sindrome de
Insensibilidade aos Andrdgenos / Raquel Martinez
Ramos. -- Sdo Paulo, 2023.

Dissertacdo (mestrado) --Faculdade de Medicina da
Universidade de Sado Paulo.

Programa de Ciéncias Médicas. Area de
Concentracdo: Disturbios Genéticos de
Desenvolvimento e Metabolismo.

Orientador: Rafael Loch Batista.

Descritores: 1l.Sindrome da insensibilidade a
andrégenos 2.Diferencas do desenvolvimento sexual
3.Diagndéstico molecular 4.Receptores androgénicos
5.Variantes genéticas 6.Pequenas indels

USP/FM/DBD-443/23

Responsavel: Erinalva da Conceigdo Batista, CRB-8 6755




Este trabalho foi desenvolvido na Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento, Laboratorio de
Hormdnios e Genética Molecular LIM/42 da Disciplina de
Endocrinologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sdo Paulo.



Agradecimentos

Primeiramente aos meus pais, Sandra e Claudio, por me proporcionar a vida, educacéo,
amor e por terem me incentivado nela em todas as suas fases. Sem eles, nada disso teria sido

possivel.

A toda minha familia pelo apoio mesmo nos momentos de auséncia em que tive que me

dedicar.

Ao meu orientador Dr. Rafael Loch Batista pela paciéncia, dedicagdo, conhecimento e
pela confianga para realizar esse trabalho. Tenho certeza de que continuaremos a alcancar

grandes conquistas juntos.

A Dra. Berenice Mendonca, que é um exemplo de lideranca e me motivou a seguir

carreira no mundo académico, expresso minha sincera gratidao.

A toda equipe do Hospital das Clinicas, LIM 42, em especial para as minhas colegas da
secretaria Val e R por tornarem o ambiente de trabalho mais acolhedor e amigavel. A Mirian

pelo suporte de bancada e gentileza.

Aos meus colegas de laboratério, Anna, Augusto, Barbara e Elina que se tornaram
verdadeiros amigos ao longo desta jornada, e ao Felipe, por ter aceitado o desafio de me ensinar

as técnicas de bancada do laboratério logo que cheguei.

A todos os meus amigos pelo constante apoio e fonte de incentivo, resgatando minha

confianga inimeras vezes ao longo da realizacdo deste trabalho.

A Caju pelos momentos de relaxamento e alivio do estresse. Seu carinho e presenca

foram essenciais.
A todos os pacientes presentes nesse estudo e suas familias.

A CAPES, pelo financiamento.



“Né&o fiz o melhor, mas fiz tudo para que o melhor
fosse feito. N@o sou o que deveria ser, mas ndo sou

0 que era antes.” — Martin Luther King



Resumo

Ramos,RM. Expansdo do diagnostico molecular da Sindrome de Insensibilidade aos

Andrégenos.[dissertacdo].Sao Paulo. Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2023.

Introducdo: A Sindrome da Insensibilidade aos Androgenos (AIS) é a causa mais comum de
Disturbios do Desenvolvimento Sexual (DDS) em pacientes com caridtipo 46,XY. AIS se
caracteriza por déficit de virilizacdo em um feto do sexo cromossémico masculino, resultando
em uma genitélia atipica ou feminina ao nascimento. Essa desordem resulta de disfun¢do no
Receptor Androgénico (AR), causando um quadro de resisténcia hormonal. A expresséo desta
sindrome ocorre sobre 3 fendtipos conhecidos: completo, parcial e leve (CAIS, PAIS e MAIS,
respectivamente). No entanto, enquanto variantes no AR sdo identificadas em cerca de 90% dos
CAIS, isso é verdade para apenas 28 — 50% dos PAIS. Objetivo: Expandir o diagndstico
molecular da Sindrome de Insensibilidade aos Andrégenos. Metodologia: Selecionamos
pacientes com suspeita de AIS. Realizamos a extracdo de DNA genémico e conduzimos o
sequenciamento por Sanger. Todas as variantes identificadas foram posteriormente
reclassificadas e analisadas quanto ao seu perfil mutacional. Para nossa revisdo sistematica de
pequenas indels, consultamos bancos de dados relacionados ao receptor de androgénio (AR) e as
classificamos de acordo com o tipo de indel e a localiza¢do gendmica. Resultados: Identificamos
55 variantes distintas no AR. Dessas, 30 estavam presentes em pacientes com CAIS, incluindo
50% de variantes missense, 36,7% de variantes nonsense (n=11) e 13,3% de variantes em sitios
de splicing (n=4). Por outro lado, em pacientes com PAIS, todas as variantes identificadas eram
do tipo missense. Ha duas variantes classificadas como VUS duas delas em um paciente PAIS e
uma dela em um paciente com fen6tipo CAIS. Identificamos 82 small indels diferentes no gene
AR em individuos com AIS. A maioria desses casos (n=78; 95,1%) estava associada a CAIS,
enquanto quatro casos foram relacionados & MAIS. Também identificamos uma dupla variante e
uma grande CNV causando CAIS. Conclusdo: Nosso estudo ampliou o diagnostico molecular da
Sindrome de Insensibilidade aos Androgenos, identificando uma variedade de variantes

genéticas, aumentando o entendimento desta complexa condicdo genética.

Palavras-chave: Sindrome da insensibilidade a andrégenos. Diferencas do desenvolvimento

sexual. Diagnostico molecular. Receptores androgénicos. Variantes genéticas. Pequenas indels.



Abstract

Ramos,RM.  Expansion  of  molecular  diagnosis of  Androgen  Insensitivity
Syndrome..[dissertacdo].Sao Paulo. “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”;
2023.

Introduction: Androgen Insensitivity Syndrome (AIS) is the most common cause of Disorders of
Sex Development (DSD) in patients with a 46,XY karyotype. AIS is characterized by a lack of
virilization in a male chromosomal fetus, resulting in atypical or female genitalia at birth. This
disorder results from dysfunction in the Androgen Receptor (AR), leading to a hormonal
resistance condition. AIS presents in three known phenotypes: complete (CAIS), partial (PAIS),
and mild (MAIS). However, while AR variants are identified in about 90% of CAIS cases, this
is true for only 28-50% of PAIS cases. Objective: To expand the molecular diagnosis of
Androgen Insensitivity Syndrome. Methodology: We selected patients with suspected AlS,
performed genomic DNA extraction, and conducted Sanger sequencing. All AR variants
identified were subsequently reclassified and analyzed for their pathogenicity potential. For the
systematic review of AR small indels, we classified the small indels based on thetype and
genomic location. Results: We identified 55 distinct AR variants. Of these, 30 were present in
patients with CAIS(50% missense variants, n=15; 36.7% nonsense, n=11, and 13.3% splicing
variants, n=4. All AR variants identified in PAIS patients were missense non-synonymous
variants. Two AR variants were classified as VUS. We identified 82 different small indels in the
AR gene in individuals with AIS. The majority of these cases (n=78; 95.1%) were associated
with CAIS, while four cases were related to MAIS. We also identified a double variant in an
individual with CAIS and a large CNV causing CAIS. Conclusion: Our study expanded the
molecular diagnosis of AIS, identifying novel AR allelic variants variants, enhancing the
understanding of this complex genetic condition. Keywords: Androgen Insensitivity Syndrome;

Disorders of Sex Development; Molecular Diagnosis

Keywords: Androgen insensitivity syndrome. Sexual development differences. Molecular

diagnosis. Androgen receptor. Genetic variants. Small indels.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento sexual humano envolve trés etapas: a determinagdo do sexo
cromossomico, do sexo gonadal e do sexo fenotipico © 2. Na determinacdo do sexo
cromossémico a presenca dupla do cromossomo X resulta em um cariétipo 46, XX, enguanto
que a presenca do cromossomo Y resultara no cariétipo 46, XY 3. A seguir, a gdnada bipotencial
se diferenciard em uma gdnada feminina (ovéario) ou masculina (testiculo), a partir da expressdo
orquestrada de genes envolvidos na diferenciacdo gonadal 4. Quando a gonada bipotencial se
diferencia em um testiculo, as celulas de Leydig produzirdo andrégenos, sobretudo a
testosterona, os quais promoverao a diferenciacdo dos ductos de Wolff em epididimos, ductos
deferentes e vesiculas seminais caracterizando a virilizacdo da genitélia interna °. A testosterona
produzida pelo testiculo é, entdo, convertida ao seu metabdlito mais potente, a di-
hidrotestosterona, a qual tem importante papel na virilizacdo da genitdlia externa e na

determinacéo do sexo fenotipico .

1.1 Diferencas do Desenvolvimento Sexual (DDS)

As diferencas do desenvolvimento sexual (DDS) incluem condi¢Bes congénitas nas quais
o desenvolvimento do sexo cromossdmico, gonadal ou fenotipico € atipico /. DDS pode resultar
de variacfes numéricas ou estruturais nos cromossomos sexuais, bem como de alteracdes em
quaisquer dos genes relacionados ao desenvolvimento gonadal, a sintese, a metabolizacdo ou a
acdo dos esteroides sexuais . Diversos mecanismos fisiopatoldgicos estdo implicados na
etiologia do DDS, que podem ser categorizados em trés principais grupos: DDS resultantes de
anormalidades cromossdmicas (DDS por anormalidade cromossémica), DDS 46XY e DDS
46,XX. (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificacdo das diferencas do desenvolvimento sexual.

Diferencas do desenvolvimento sexual

DDS por anormalidade do sexo cromossdmico
e 45X (Sindrome de Turner e variantes)
e 47 XXY (Sindrome Klinefelter e variantes)
o 45X/46,XY (Disgenesia gonadal mista)
o 46,XX/46XY (DDS ovotesticular-quimera)
DDS 46,XY

e Distlrbios do desenvolvimento testicular (agenesia e disgenesia gonadal completa e parcial, sindrome da
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regressao testicular embriondria)

e Disturbios da sintese da testosterona (defeito no receptor de LHCG, defeitos da sintese de esteroides da
suprarrenal e testicular)

e Distlrbios da metabolizagdo da testosterona (deficiéncia da enzima 5a-redutase 2)

e Distarbios da acdo da testosterona (insensibilidade androgénica completa e parcial)

e Qutros (associados a malformacdes urogenitais)

e Origem indeterminada

DDS 46,XX

e Distarbios do desenvolvimento ovariano (disgenesia gonadal, DDS ovotesticular, DDS testicular)

e  Por excesso de andrdgenos (de origem fetal, fetoplacentaria, ou materna)

e Qutros associado a malformagdes urogenitais

e Origem indeterminada

1.2 Sindrome da Insensibilidade aos Andrdégenos

A sindrome da insensibilidade androgénica (AIS) é a causa mais comum de DDS em
individuos com caridtipo 46,XY °. AIS apresenta-se clinicamente sob trés fendtipos: Completo
(CAIS), onde os individuos afetados apresentam genitalia externa tipicamente feminina ao
nascimento; Parcial (PAIS), onde individuos afetados apresentam genitalia atipica ao
nascimento e Leve (MAIS), onde os individuos afetados apresentam genitalia externa
tipicamente masculina e a suspeita diagnostica deste fendtipo ocorre pela auséncia de virilizarao
na puberdade, presenca de ginecomastia e/ou infertilidade 1% 11,

Embora AIS seja uma doenca tipicamente monogénica, variantes alélicas no AR sdo
descritas em cerca de 90% dos casos de CAIS mas apenas em 50% dos casos com fendtipo
parcial 1%, 0 que sugere que alteracdes na regulagdo, acdo ou traducdo do AR possam estar

implicados no mecanismo molecular da sindrome de insensibilidade androgénica.

1.3 Diagnostico molecular da AlS

O diagnostico da Sindrome de Insensibilidade aos Androgenos (AIS) é confirmado pela
presenca de variantes alélicas no AR %12, Cerca de 30% das mutacdes no AR na AlS sio de novo
12 Ha mais de 1000 variantes no AR descritas em um banco de dados associado a AlS e cancer
de prostata (http://www.mcgill.ca/androgendb), e cerca de 600 delas foram descritas em
pacientes com AIS 13, As variantes no AR identificadas em pacientes com AlS sdo reportadas ao

longo de todo o0 gene AR, sendo mais frequentes no exon 1 (0 maior exon do AR, que codifica o
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dominio N-terminal, NTD) 4. Variantes no dominio NTD sdo mais frequentes em pacientes
com CAIS, enquanto variantes nos exons 5 e 6 (que codificam o dominio de ligagéo ao ligante,
LBD) sdo mais frequentes em pacientes com PAIS . Quase todas as variantes no AR reportadas
em individuos com MAIS foram encontradas no dominio NTD, mas proporcionalmente ha um
baixo nimero de mutagGes reportadas no AR relacionadas a este fenétipo 1,

As variantes alélicas mais comuns do AR em todos os fenotipos da AlS sdo variantes
pontuais ndo sindnimas do tipo missense. Insercdes e delecbes que causam uma mudancga de
leitura de frame levando a um cddon de parada prematuro séo relatadas com mais frequéncia em
pacientes com CAIS °. Raramente, variantes alélicas sindnimas deletérias foram descritas em

pacientes com PAIS e em individuos com CAIS 1617,

1.4 Gene Receptor Androgénico (AR)

O gene AR codifica o receptor androgénico, o qual é um receptor nuclear que
desempenha um papel critico na resposta do corpo aos horménios androgénicos, como a
testosterona e a di-hidrotestosterona (DHT) 8. O gene do AR esta localizado no cromossomo X,
no locus Xgll-Xqgl2, e é composto por 2757 nucleotideos. Possui 8 éxons, com introns de
tamanho que variam entre 0.7 a 2.6 kb e codifica uma proteina de 920 aminoécidos °. Assim
como outros membros da superfamilia de receptores nucleares, o AR consiste em 3 dominios
funcionais: N-terminal domain (NTD; residuos 1 - 555), DNA binding domain (DBD; residuos
555 - 623) e Ligand Binding Domain (LBD; residuos 665 - 920) 2% 21, O éxon 1 codifica o NTD,
0s eéxons 2 e 3 codificam o DBD e os éxons de 4 a 8 codificam o LBD e a regido hinge (4),
sendo todos importantes para a funcdo do receptor 2. O AR ¢ semelhante aos demais receptores
nucleares nos dominios DBD, LDB e na regido hinge 2. No entanto, 0 AR apresenta um
dominio NTD bem mais extenso, com um nudmero polimorfico de repeticdes CAG e GGC
(poliglutamina e poliglicina, respectivamente) 2. O dominio NTD do AR abriga a regido AF1
(transcriptional activation function-1), enquanto o LBD abriga a regido AF2 (transcriptional
activation function-2 ) (Figura 1) #. A regido AF2 desempenha um papel fundamental na
ativacdo do AR, servindo como um ponto de ancoragem para varias proteinas coativadoras,
como 0s membros da familia p160 (SRC, coativadores de receptores de esteroides) e da familia
ARA (proteinas associadas ao receptor de andrégeno) 26. Devido & importancia da regido AF2
na ativacdo do AR, ha um crescente interesse em desenvolver medicamentos que possam inibir a

acdo do AR através da ligagdo a essa regido como potenciais agentes antiandrogénicos 2°.
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1 537 625 669 920
( AF-1 L AR )

*Residuos AF-2*:718,714,731,734,735,898,894,895

Figura 1 - Estrutura do gene e proteina do receptor androgénico humano. O AR esté localizado no cromossomo X
(Xq11.2) sendo composto por oito exons e dividido nos seguintes dominios: dominio de ligagdo ao DNA (DBD) ou
no dominio de ligacéo ao ligante (LBD), NTD: dominio N-terminal, HR : Regido Hinge. AF-1: activation function-

1; AF-2: activation function-2.
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2 JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que AIS é a condigdo molecular mais prevalente entre individuos com
DDS 46,XY e o receptor androgénico se relaciona a diversas condi¢cdes endocrinas, explorar o
diagnostico molecular dos casos de AIS permitira expandir o conhecimento sobre o papel deste

receptor hormonal no desenvolvimento sexual através do seu impacto fenotipico.
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3 OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Expandir o diagndstico molecular da Sindrome de Insensibilidade aos Androgenos.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar o sequenciamento do gene AR em pacientes suspeitos de Sindrome de
Insensibilidade Androgénica (AIS) em acompanhamento no Hospital das Clinicas da
Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP).

e Realizar uma revisdo abrangente das pequenas insercdes e delecGes (small indels)
previamente descritas no gene AR na literatura cientifica.

o Classificar as variantes alélicas identificadas no AR com base nos critérios estabelecidos
pela American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG).

¢ Investigar um caso de grande delecdo identificada no gene AR.

e Analisar variantes alélicas identificadas na regido AF2 do gene AR quanto ao perfil

mutacional e ao impacto fenotipico.
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4 METODOLOGIA
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4. METODOLOGIA

4.1 Consideragdes éticas

O estudo foi conduzido de acordo com principios éticos seguindo as orientaces contidas
na declaracdo de Helsinki e pelos termos descritos pela Portaria 196/96 do Conselho Nacional
de Saude. O estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, nimero 66367717.6.0000.0068. O Termo
de consentimento livre e esclarecido foi aplicados a todos os pacientes envolvidos neste estudo.

4.2 Pacientes

Critérios de selecdo dos pacientes: Os pacientes selecionados sdo acompanhados no
Ambulatério da Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento (Unidade A1MN1003) da
Disciplina de Endocrinologia da FMUSP. Pacientes com suspeita de insensibilidade androgénica
foram submetidos a avalia¢do clinica a qual incluiu exame fisico e exames laboratoriais. Todos
o0s pacientes foram submetidos a avaliagdo do cariotipo.

Os critérios laboratoriais que caracterizaram um caso como sendo suspeito de AlS sdo:
niveis elevados de testosterona sérica, niveis elevados de gonadotrofinas (especialmente LH),
presenca de genitalia atipica ao nascimento (nos casos de PAIS), cari6tipo 46,XY, histérico de
amenorreia primaria e/ou hérnia inguinal (em casos de CAIS) e presenca de ginecomastia (em

individuos do sexo social masculino).

4.3 Extracdo do DNA genémico

As amostras de DNA dos pacientes selecionados foram obtidas a partir de leucdcitos de
sangue periférico. O DNA foi extraido pela técnica de Salting out e armazenado de acordo com
procedimento padronizado no Laboratério de Hormonios e Genética Molecular/LIM42 da
Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento, Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo.

A concentracdo do DNA extraido foi obtida por leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 260 nm (1 unidade DO 260 = 50 ug/mL). A relag¢do ideal entre as
leituras em 260 e 280 nm para a caracterizacdo da pureza do material devera ser superior a 1,75.
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Caso o numero fosse maior que 1,75 a amostra foi diluida em dgua. As amostras serdo mantidas
congeladas a 20°C negativos até seu uso.
Todos os pacientes com suspeita de AIS incluidos neste estudo foram submetidos ao

sequenciamento do AR utilizando a técnica de Sanger.

4.4 Sequenciamento por Sanger

Foram utilizados primers para amplificar por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) as
regiGes que flanqueiam as variantes, como previamente descrito 2" 26, As amplificaces foram
acompanhadas de um controle negativo e os produtos amplificados serdo submetidos a uma
purificagdo enzimatica com a enzima ExoSAP-IT, conforme a recomendagdo do fabricante. O
sequenciamento foi realizado com o kit ABI PrismTM Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit 3.1 (Life Technologies, Life Technologies, CA, EUA) e os produtos desta
reacdo foram submetidos a uma eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI Prism
3100 Genetic Analyzer (Life Technologies, Life Technologies, CA, EUA). A leitura dos
eletroferogramas foi realizada através do programa Sequencher 4.10.1 (GeneCodes Corporation,
Ann Arbor, EUA).

4.5 Anélise in silico e classificacdo das variantes

Todas as variantes no AR identificadas foram classificadas de acordo com a
patogenicidade segundo os critérios da ACMG (American College of Medical Genetics and
Genomics, 2015) 2° utilizando a plataforma Franklin (https:/franklin.genoox.com/clinical-
db/home). Segundo este critério, as variantes foram classificadas como patogénica,
provavelmente patogénica, variante de significado incerto (VUS), provavelmente benigna e
benigna %°. Os critérios ACMG estdo detalhados no anexo 5. Para cada variante identificada que
fosse classificada ao menos como VUS (ou seja, excluindo os casos de variantes classificadas
como potencialmente benignas ou benignas), o potencial deletério destas variantes identificadas
também foi avaliado pelas ferramentas REVEL e MetalLR % 3!, Para a predigdo de possivel
impacto no splicing foi utilizada a plataforma Splice Al
(https://spliceailookup.broadinstitute.org).

Elegemos a ferramenta REVEL pois trata-se de um meétodo de conjunto para prever a
patogenicidade de variantes de sentido incerto com base em uma combinacdo de pontuagdes de
13 ferramentas individuais: MutPred, FATHMM v2.3, VEST 3.0, PolyPhen-2, SIFT,
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PROVEAN, MutationAssessor, MutationTaster, LRT, GERP++, SiPhy, phyloP e phastCons. O
REVEL foi desenvolvido para avaliar a patogenicidade de variantes do tipo missense. O escore
REVEL para cada variante varia de 0 a 1, sendo que pontuagdes mais altas refletem uma maior
probabilidade de que a variante seja patogénica. Com base na recomendacao da ClinGen, uma
pontuacdo acima de 0,932 corresponde a forte evidéncia patogénica, uma pontuacao na faixa
(0,773 - 0,932) é considerada moderadamente patogénica, uma pontuacdo na faixa (0,644 -
0,773) é considerada como tendo algum potencial de patogenicidade, uma pontuacdo na faixa
(0,183 - 0,29) indica possivel benignidade, uma pontuacdo na faixa (0,016 - 0,183) é
considerada moderadamente benigna, uma pontuacdo na faixa (0,003 - 0,016) é considerada
fortemente benigna e uma pontuacdo abaixo de 0,003 é considerada muito fortemente benigna
30.

O MetaLR é uma ferramenta cuja predi¢do de patogenicidade se baseia em regressao
logistica (LR), a qual incorpora 10 outras ferramentas de predicédo in silico (SIFT, PolyPhen-2
HDIV, PolyPhen-2 HVAR, GERP++, MutationTaster, Mutation Assessor, FATHMM, LRT,
SiPhy, PhyloP), considerando também a frequéncia observada nas populagdes a partir do 1000
Genomes (https://www.internationalgenome.org/). A pontuacdo varia entre 0 a 1, sendo que

valores mais altos sdo mais propensos a serem deletérios.

4.6 MLPA para CNV no AR

As alteracbes estruturais identificadas no AR através da técnica de Sanger foram
confirmadas com a técnica de Multiplex-ligation dependent probe amplification (MLPA). Para
essa técnica utilizamos o kit SALSA MLPA Reagent KIT com sondas especificas para o AR
(SALSA MLPA Probemix P074 AR).

A técnica de MLPA envolve quatro etapas principais, conforme ilustrado na Figura 2.
Primeiro, ocorre a desnaturacdo do DNA, no qual a amostra é submetida ao termociclador por 5
minutos. Em seguida, sdo adicionadas sondas especificas para hibridizacdo com o DNA target.
Cada sonda consiste em dois oligonucleotideos de DNA de cadeia simples, com sequéncias de
anelamento de 60 a 80 nucleotideos. Apos a hibridizacdo, a etapa de ligacdo ocorre, a qual a
enzima SALSA Ligase-65 une os oligos anelados. Na etapa seguinte, a amplificacdo das sondas
aneladas é realizada por PCR, com a adicdo do reagente da polimerase contendo a enzima
SALSA Polimerase e primers.

Finalmente, os dados brutos obtidos s&o utilizados como entrada no software

Coffalyser.net, desenvolvido pela MRC Holland. O Coffalyser.net normaliza os dados de
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MLPA, comparando cada amostra de teste com um conjunto de amostras controle ou de
referéncia, resultando no célculo de razBes para cada sonda de cada amostra. Essas razfes sao
visualizadas graficamente para cada sonda de cada amostra. Essas razbGes sdo visualizadas

graficamente para analise.

Desnaturagdo Hibridizacdo Ligacdo da Amplificagdo
do DNA da sonda Sonda das Sondas
/ / /

Figura 2 - Etapas da técnica de MLPA (MRC-Holland, adaptado).

4.7 Revisdo Sistematica das variantes indels no AR

Para identificar small indels ja descritas no AR em pacientes com AIS, buscamos no
PubMed desde o seu inicio até 15 de abril de 2023, sem restricdes de idioma ou regiGes
geogréficas, utilizando os termos de busca "Receptor Androgénico” E "Sindrome de
Insensibilidade aos Andrégenos” OU "Distarbios do Desenvolvimento Sexual” OU "DDS". Em
paralelo, realizamos uma busca por variantes alélicas do Receptor Androgénico em dois grandes
bancos de dados: 0 HGMD (https://www.hgmd.cf.ac.uk/) e o Androgen Receptor Database
(http://androgendb.mcqill.ca/).

Para analisar a patogenicidade das pequenas indels no gene AR, utilizamos diversas
ferramentas computacionais, incluindo PolyPhen2, SIFT, REVEL, MetaLR, MetaRNN,
MetaSVM, Mutation Assessor, Mutation Taster, FATHMM, FATHMM-MKL, LRT, M-CAP e
DAAN a partir da plataforma Franklin (https://franklin.genoox.com/clinical-db/home). Todas as
small indels identificadas no gene AR foram classificadas de acordo com os critérios da ACMG
(REF). Para garantir uma descri¢do correta e uniforme das variantes, utilizamos a ferramenta
Mutalyzer (https://mutalyzer.nl/).

Comparamos a frequéncia de small indels entre os pacientes com AIS a partir do HGMD
(https://www.hgmd.cf.ac.uk/) e o Androgen Receptor Database (http://androgendb.mcqill.ca/)

com dados populacionais de 2 bancos de dados genémicos publicos: o gnomAD
(https://gnomad.broadinstitute.org) e o Arquivo Brasileiro Online de Mutacbes (Abraom;

https://abraom.ib.usp.br).
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Na andlise dos dados populacionais, utilizamos o Genome Aggregation Database
(gnomAD) como uma fonte abrangente para investigar as variantes que impactam o gene AR.
Com o objetivo de fornecer evidéncias adicionais da associacdo genética entre pequenas
insercOes e delecdes no gene AR e o fendtipo da Sindrome de Insensibilidade aos Androgenos
(AIS), comparamos essas small indels em todo o gene AR entre os casos de AIS e comparamos
com a frequéncia destas variantes entre os individuos 46,XY do banco de dados publico
gnomAD, o qual foi utilizado como grupo de controle. Para a comparagéo entre a frequéncia de
small indels entre individuos com AIS e os controles 46,XY utilizamos o teste exato de Fisher,
sendo a significancia estatistica definida com um valor de p inferior a 0,05.

As small indels (inser¢bes ou delecGes de até 50 nucleotideos) identificadas nessas
analises foram entdo classificadas como frameshift (FS) e ndo-frameshift (NFS). Foram
consideradas frameshift indels (insercGes ou delecdes) aquelas em que o nimero de bases
alterado na sequéncia de DNA ndo era mdltiplo de trés (43).

Entre as small indels no AR identificadas, realizamos uma analise detalhada do contexto
gendbmico dessas indels envolvendo sequéncias repetitivas, homopolimeros e repeticdes
trinucleotidicas. As indels foram classificadas como associadas a alteracdo na contagem de
copias” (CCC) ou ndo-CCC.

Para dividir as small indels a partir do contexto gendmico na qual elas se localizam
dividimos as small indels de acordo com a localizagdo em sequencias repetitivas ou nao
repetitivas do genoma. Aquelas localizadas em regides repetitivas foram classificadas em: 1)
small indels localizadas em sequéncia de homopolimeros (homopolimers run - HR), que sdo
sequéncias de seis ou mais nucleotideos idénticos e 2) small indels localizadas em sequencias de
repeticdes do tipo tandem (Tandem Repeats - TR).

As small indels presentes em regides nao repetitivas foram avaliadas quanto a mudanca
local na contagem de copias (CCC), sendo classificadas como NR-CCC quanto alteravam a
contagem de copias e como NR ndo-CCC quando ndo alteravam a contagem de copias no local
de insercdo. Essa classificagdo seguiu os critérios estabelecidos por Montgomery 3 e estdo
exemplificadas na tabela 2:

Tabela 2 - Exemplos dos tipos de indels nas regides codificantes — adaptado de Montgomery et al %2
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Gene Indel Contexto Gendmico Tipo
OR5AC2 +A ATTCTGaAAAAAAAAAGTCTAAAAGGGCA HR
CAPN11 +GGCTGCC AGGGGACTGCTGGCTGCTggctgccGGCTGCCATCG TR
AGAP1 +CAGG CCTGGCcaggCAGGGCCGAGGGGTGGTCAGAC NR, CCC
MEDA4 -AT GAACACATGAGACCTTTCTGGAAGCCAG NR, non-CCC
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5.1 Variantes no AR encontradas em pacientes com AlS

Dos pacientes acompanhados no ambulatério de desenvolvimento (AIMN1003) da
unidade de Endocrinologia do HCFMUSP identificaram-se um total de 55 variantes genéticas
distintas em 94 pacientes com quadro clinico de insensibilidade androgénica e alteragdo
molecular identificada no AR. Dessas, 30 foram observadas em pacientes exibindo um fenétipo
completo e 25 com fendtipo parcial. No total foram identificadas 35 variantes do tipo missense
(63%), 6 variantes do tipo nonsense (11%), 6 variantes small indel (11%), 4 variantes em sitio
de splicing (7%), 2 variantes sindnimas (4%), uma variante em regido genémica (5’ UTR) e uma
CNV compreendendo uma dele¢do incluindo os exons 6 a 8 do AR. Dentre os pacientes
apresentando fendtipo parcial, 23 (92%) eram variantes do tipo missense. Mutagdes em sitio de
splicing, small indels e CNV foram identificadas apenas em pacientes com CAIS.

Entre o total de pacientes com CAIS, identificamos dez casos com variantes no dominio
N-terminal (NTD), 4 casos no dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e dezesseis casos no dominio
de ligacdo ao ligante (LDB). Em contraste, observou-se uma prevaléncia de 76% (n=19) de

variantes localizadas no LDB (Figura 3).

CAIS PAIS
n=2; 8%
n=5; 30% N n=3; 13%
-
n=17;57% ‘
- n=4; 13% n=19; 79%

ENTD mDBD =LDB

Figura 3 - Distribuicdo das variantes identificadas no AR por dominios do AR entre os fen6tipos completo e

parcial.
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As 55 variantes foram avaliadas através dos critérios ACMG, das quais 38 foram
classificadas como provavelmente patogénicas (69%), 14 como patogénicas (25%) e 3 como
Variantes de Significado Desconhecido (VUS) (6%).

Em conjunto, 52 (94.5%) foram classificadas como patogénicas ou potencialmente
patogénicas. Houveram trés variantes classificadas como VUS, sendo duas delas em pacientes
com PAIS (c.1215G>T; p.GIn405His e ¢.1885G>A; p.Ala629Thr) e uma delas em um paciente
com CAIS (c.1530C>T; p.Ser510Ser). A variante sindnima classificada como VUS obteve um
score de 0,62 atribuido pela ferramenta de andlise de splicing conhecida como Splice Al.

A tabela com as variantes no AR encontradas nos pacientes e sua classificacdo segundo
os critérios ACMG e anélise de potencial deletério das variantes missenses estdo no anexo 1.

Na analise do potencial deletério das variantes missense, (n=36) o Revel classificou 12
delas como deletérias moderadas, enquanto 19 variantes foram classificadas como deletérias
fortes. Uma Unica variante foi categorizada como incerta pelo Revel. Variantes sdo apontadas
como incertas quando ndo ha dados experimentais suficientes, quando as ferramentas de
predicdo genética oferecem resultados conflitantes ou quando a variante é rara e ndo foi
estudada extensivamente. Por outro lado, o Meta LR identificou um total de 35 variantes como
deletérias e apenas uma variante como benigna, sugerindo um alto grau de impacto funcional na
maioria das variantes analisadas. O Revel se mostrou ser uma ferramenta mais sensivel para

essas variantes.

5.1.1 Variantes inéditas encontradas em pacientes com AIS

Foram identificadas onze novas variantes no AR em individuos com AlS. Sendo uma
delas uma CNV, compreendendo uma delecdo que incluia os exons 6 a 8 do AR, trés variantes
do tipo small indels, e sete variantes do tipo missense ndo sinénimas. Dentre as variantes
missense, duas foram encontradas em individuos com CAIS, enquanto outras cinco foram
observadas em pacientes com PAIS. Todas as variantes foram avaliadas segundo os critérios
estabelecidos pelo ACMG, resultando na classificacdo de sete delas como provavelmente
patogénicas e uma variante (c.1885G>A, p.Ala629Thr), sendo categorizada como de significado
incerto (VUS). Entretanto, é pertinente ressaltar que todas essas variantes foram classificadas

como deletérias a partir das ferramentas disponiveis no site Revel e no Meta LR (Tabela 3).

Tabela 3 - Variantes alélicas do tipo missense inéditas identificadas em pacientes com AlS neste estudo.
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Dominio  Fenotipo Posicéo do Posicdo da ACMG Revel Meta LR
codon proteina
DBD PAIS €.1885G>A p.Ala629Thr VUS Deletéria Deletéria

(Moderada) (0.9) (0.77)

LDB PAIS €.2226G>C p.Trp742Ser Provavelmente Deletéria (Forte) Deletéria
Patogénica (0.97) (0.96)
LDB PAIS €.2342T>G p.Met781Arg Provavelmente Deletéria (Forte) Deletéria
Patogénica (0.97) (0.99)
LDB CAIS €.2595C>G p.Asp865Glu Provavelmente Deletéria Deletéria
Patogénica (Moderada) (0.86) (0.93)
LDB PAIS €.2629T>G p.Phe887Val Provavelmente Deletéria (Forte) Deletéria
Patogénica (0.96) (0.8)
LDB CAIS €.2674T>G p.Phe892Val Provavelmente Deletéria (Forte) Deletéria
Patogénica (0.94) (0.99)
LDB PAIS C.2741C>T p.Pro914Leu Provavelmente Deletéria (Forte) Deletéria
Patogénica (0.95) (0.99)

5.2 Dupla variante no gene AR em paciente com CAIS

Identificamos a presenca de uma dupla variante em uma paciente com CAIS. Esta
variante foi identificada em um individuo do sexo social feminino de 13 anos de idade, a qual
foi encaminhada para avaliagdo endocrinolégica por queixa de amenorreia primaria.
Investigacdo laboratorial demonstrou nivel de FSH 6.2 mIU/mL (1.3-19.3), LH 11.4 mlU/mL
(1.2-5.6), estradiol 23, testosterona 699 ng/mL (241 — 827: referéncia masculina). Ao exame
fisico, apresentava mamas em estagio M3 e auséncia de pelos axilares e pubianos.

Frente a suspeita de AIS, o cariotipo foi realizado (46,XY) e o gene AR foi sequenciado,
sendo identificada duas variantes alélicas em hemizigose neste gene. A primeira (c.1644G>T,
p.Leu548Phe) localizada no exon 2 do gene e a segunda (c.2155T>G; p.Trp719Gly) localizada
no exon 4, sendo ambas as variantes localizadas no mesmo alelo. A primeira variante alélica
apresenta uma frequéncia alélica <0.001% (Exome Aggregation Consortium population variant
database - rs139524801) e ja havia previamente reportada em um paciente com PAIS (31). A

segunda é uma variante inédita. No entanto, ja foi reportada uma outra variante alélica no



35

mesmo residuo (719), mas trocando um Triptofano (Trp) por Acido glutamico (Glu) em um
paciente com PAIS.

Ambas as variantes foram classificadas como provavelmente patogénicas pelos critérios
ACMG. A variante encontrada no exon 2 foi classificada como benigna fraca pelo Meta LR e
teve um escore REVEL incerto (0,5). J& a variante encontrada no exon 4 apresentou um
potencial deletério mais forte, com o score maximo no Meta LR e um REVEL com pontuacéo
de 0,98. (tabela 5).

Tabela 4 - Classificagdo ACMG da dupla variante.

Exon  Posi¢do proteina  Posi¢do codon ACMG Meta LR REVEL
2 p.Leu548Phe €.1644G>T Provavelmente Benigna(Fraca) Incerto (0,5)
Patogénica (0.38)
4 p.Trp719Gly €.2155T>G Provavelmente Deletério (Forte)
Patogénica Deletéria (1) (0.98)

5.3 Variantes na regido AF2 do gene do AR

Em uma paciente com CAIS, identificamos uma variante na regido AF2 do AR
(c.2138C>T; p.Leu713Pro). Considerando a importancia da regido AF2 para a atividade do
receptor androgénico, realizamos uma busca sistematica na literatura e identificamos outras
dezessete variantes alélicas nesta mesma regido do AR (Tabela 6). Verificamos que a variante
alélica que identificamos (p.Leu713Pro) ja foi previamente reportada, mas em uma paciente com
PAIS. Entras as variantes identificadas na regido AF2 de gene AR, as variantes p.Leu713Pro,
p.Phe726Leu e 11e899Thr s&o recorrentes, ocorrendo em pacientes ndo relacionados na

literatura. Apenas em quatro casos (23,5%) o fenoétipo foi CAIS.

Tabela 5 - Variantes alélicas previamente reportadas em residuos que compdem o AF-2 do AR em individuos com
AIS.

Fenotipo Posi¢éo da Posi¢éo do ACMG Franklin Referéncia
proteina codon

PAIS p.Leu713Pro €.2138T>C Provavelmente Patogénico 3

CAIS p.Leu713Val €.2137C>G Provavelmente Patogénico 3

PAIS p.Phe726Leu €.2176T>C Patogénico %

PAIS p.Val731Met €.2191G>A Patogénico 36

PAIS p.GIn739Arg €.2216A>G Patogénico 3

PAIS p.Glug9sGly €.2693A>G Provavelmente Patogénico 10
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Considerando que em nosso caso com variante na regido AF2 do AR o fendtipo foi CAIS

e este fendtipo respondeu por apenas cerca de Y2 dos fenétipos observados entre 0s casos

descritos na literatura, realizamos uma revisdo sistematica dos casos reportados com variantes

do tipo missense no AR que alteraram o aminoacido para prolina usando o Clinvar, PubMed e o

Androgen Receptor database. No total, identificamos 15 diferentes variantes do tipo missense

em que a substituicdo de amino&cidos resultou em uma mudanga para prolina (Tabela 7). Em 11

casos (73,5%), essa mudanca levou a um fené6tipo completo (CAIS). Todas as substituicdes por

prolina localizadas no dominio de ligacdo ao ligante (LBD) causaram CAIS, enquanto variantes

com substitui¢cbes de prolina no dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e no dominio N-terminal

(NTD) resultaram em fenotipos completos e parciais. Entre as variantes que resultaram em

CAIS, 7 (63,6%) sdo resultados da troca de leucina para prolina.

Tabela 6 - Fendtipos de AIS em pacientes com variante do tipo missense no AR que resultou em uma prolina.

Fenotipo Exon/ Posicdo do Posicdo da ACMG Franklin Referencia
Dominio Codon Proteina

PAIS 1 Nterm p.Ser244Pro c.730T>C VUS 46

CAIS 1 Nterm p.Leu263Pro  ¢.788T>C VUS a1

CAIS 2 DBD p.Ala574Pro c.1720G>C  Patogénico 48

PAIS 3 DBD p.Thr603Pro c.1807A>C  Provavelmente 38
Patogénico

PAIS 3 DBD p. Arg6l6Pro  ¢.1847G>C  Provavelmente 3
Patogénico

CAIS 3 DBD p. Leu6l7Pro  ¢.1850T>C  Patogénico 49

PAIS 3 DBD p. Arg618Pro  ¢.1853G>C  Provavelmente 50
Patogénico

CAIS 4 LBD p. Leu678Pro  ¢.2033T>C  Provavelmente 51
Patogénico

CAIS 4 LBD p. His690Pro  ¢.2069A>C  Provavelmente 52

Patogénico
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€.2306T>C

€.2372T>C

€.2438T>C
€.2596T>C

€.2645T>C

Provavelmente
Patogénico
Provavelmente
Patogénico

Provavelmente
Patogénico
Patogénico

Provavelmente
Patogénico

VUS

10

53

54

55

53

56

5.4 CNV no gene do Receptor Androgénico
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Em um caso de um paciente com fenétipo completo da nossa casuistica, 0

sequenciamento por Sanger identificou a auséncia de amplificacdo dos exons 6, 7 e 8 do AR.

Posteriormente, para confirmar a presenca da delecdo, a paciente foi submetida ao teste de

MLPA.

Na figura 4, as sondas utilizadas no MLPA (anexo 4) que correspondem aos exons

deletados estdo representadas por esferas vermelhas, indicando que a sequéncia alvo nédo foi

detectada, ao contrario do que ocorre no paciente controle.
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Figura 4 - CNV no gene AR em paciente com CAIS identificada por MLPA.

5.5 Small Indels identificadas no gene AR

inéditas no AR identificadas em nossa coorte de pacientes com AlS

5.5.1 Small indels

Identificamos nove small indels em nossa coorte, todos os casos apresentando CAIS, a

sequir: p.Gly144Glufs*25,

p.GIn88Term

p.Gly130Leufs*27, p.Phe439His*62, p.GIn59Term, p.GIn73Term,

delas eram

trés

p.Glul28Term. Das nove

p.Serl21Term, p.Asp768llefs*21
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inéditas e estdo localizadas no exon 1 do gene AR, representadas e classificadas pelos critérios

ACMG na Tabela 7. Os heredogramas estdo representados na figura 5.

Tabela 7 - Small indels inéditas no gene do receptor androgénico em pacientes com Sindrome da Insensibilidade
Androgénica identificadas neste estudo.

Exon Fendtipo Posicao do codon Posicao da proteina ACMG
CAIS €.1314 1315delCT p.Phe439His*62 Patogénica
CAIS €.384_385delGA p.Gly130Leufs*27 Provavelmente Patogénica
CAIS €.431_452dellinsAAA p.Gly144Glufs*25 Provavelmente Patogénica

Case 2 - ¢.384_385delGA
|
| )
|
HE RO
I

Case 1-¢.1314_1315delCT

Case 3 - c.431_452dellinsAAA

¢

Figura 5 - Heredograma das small indels inéditas no gene do receptor androgénico identificadas neste estudo.

5.5.2 Revisao sistematica das small indels no AR identificadas na literatura e em bancos de

dados

Identificamos 82 diferentes small indels (incluindo esses trés novos) no gene AR
relatados em individuos com AIS (Figura 4) analisamos seu fenotipo, tipo de variante,
localizagéo e classificagdo de acordo com os critérios ACMG (Anexo 1). Na maioria dos casos
(n =78; 95,1%), o fenotipo era CAIS. Foram relatados quatro indels no gene AR em individuos
com MAIS. A indel ¢.2077_2079del foi relatada em dois individuos da mesma familia,

apresentando o fenétipo PAIS e CAIS. A maioria das indels curtas no gene AR entre 0s
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individuos com AIS foram do tipo frameshift (n = 64; 79%). As indels foram distribuidas em
todo o gene AR, com predominancia no dominio NTD (n = 45; 54,9%), seguido pelo dominio
LBD (n = 28; 34,1%), dominio DBD (n = 8; 9,7%) e regido Hinge (n = 1). Houve uma
predominancia de pequenas delecdes (n = 49; 59,7%), seguidas por pequenas inserc¢des (n = 29;
35,3%) e indels complexas (ins + del) do tipo frameshift (n = 4; 4,8%). A maioria das indels era
curta (<10 pb; n = 81 = 98,8%). A maioria das indels se localizou em sequéncias ndo repetitivas
n = 68; 82,9%). Treze indels foram identificados dentro de regides de trinucleotideos (15,8%),
enquanto sete small indels se localizavam em corridas de homopolimeros ou homocopolimeros
(8,5%).

Em relacdo a mudanca na contagem de copias, trinta e nove (47,5%) eram indels que
modificavam a contagem de coOpias no local da insercdo (CCC). As indels relatadas em
individuos com MAIS estavam todas localizadas em regiGes de repeticdes em tandem, enquanto
que todas as indels em sequéncias ndo repetitivas causaram CAIS. Foram avaliadas todas as
indels que ocorrem nas regides em tandem para mapear a frequéncia de indels dentro de
repeti¢des trinucleotidicas no gene AR. Foram identificadas treze small indels causando AIS
nessas regides (15,8%). Trés se localizam numa sequéncia de seis prolinas consecutivas no exon
1 (poli-P), seis na sequéncia de poli-glutamina no éxon (poli-Q) e as trés restantes numa
sequéncia de quatro leucinas localizada imediatamente antes poli-Q no éxon 1 (poli-L). Todas as
small indels que causaram MAIS se localizaramem regiGes de polirepeticdes (poli-L e poli-Q) e

todas eram do tipo NFS (n&o-frameshift).
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p.Leu7Trpfs*27 p.GIn86dup p.Thr344Cysfs*134 p.Cys563dup p.Val686Argfs*104  p.Val786del
p.Pro15Alafs*70  p.GIng6del p.Ser346Glyfs*148 | P-Cys580* p-Asn693del p.Ser783Argfs*46
p.Pro39del p.Thr105Hisfs*8  p.Tyr348GInfs*153 | P.Phe584del p.Leu701Cysfs*88 p.Arg789Lysfs*41
p.Arg40Glyfs*135  p.Thr105GInfs*70 p.Tyr348Thrfs*131 p.Asn600Metfs*26 p.Leu708Argfs*81 p.GIn793Argfs*36
p.Pro42GInfs*133  p.Glu124Glyfs*34 p.Arg362Ser 140 p-Arg609Lysfs*12 p.GIn712Argfs*77  p.GIn803Argfs*6
p.Alad8_Pro50del  p.Glu128Argfs*47 p.Pro379_Pro381dup! p.Asn611llefs*15 p.Ala722Profs*67 p.Phe827Hisfs*8
p.Ser53_Leu55dup p.Gly130Valfs*45 p.Gly464Argfs*37 | P-Arg616del p.Leu723Cysfs*66  p.Asn834del
p.Leu55Profs*29  p.Gly168Alafs*7  p.Gly466Glu*14 p.Gly725Alafs*64 p.Asn849Lysfs*32
p.Leu57dup p.Glu204llefs*32  p.Glu474Gly*27 p.Pro767Leufs*22  p.Arg855Thrfs*25
p.Glyn61Alafs*23  p.Gly228Alafs*30 p.GIn488Argfs*22 p.Asp768llefs*21 p.Tyr858*
p.GIn65* p.Ala217Glyfs*18  p.Val502Argfs*34 p-Met887Argfs*2 p.Leu881Serfs*80
p.GIn76Arg*99 p.Lys222Argfs*5  p.Ser530Argfs*23 p.Phe771* p-Met896del
p.Glu81Argfs*3 p.Lys241* p.Phe439Hisfs*62 \P-Glu773Thrfs*15  p.Lys906Argfs*38
p.Thr82Profs*10  p.Asp266Glyfs*39 p.GIn77Term

p.GIn87Alafs*7 p.Asp266Valfs*30 p.Gly144Glufs*25 ‘p,Asn637||efs*2|

Figura 6 - Small indels identificadas em pacientes com AlS.
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Figura 7 - A viséo geral das pequenas inser¢des e delecdes (indels) dentro do gene do receptor androgénico na
Sindrome de Insensibilidade Androgénica. A) Frequéncia de indels NFS (n=18; 21%) e indels FS (n=79; 79%). B)
Localizagdo dos indels — em regido ndo -CCC (n=43, 52%) e regido CCC (n=39, 48%). C) Fenétipo de AIS —
Sindrome de Insensibilidade Androgénica Completa (CAIS) (n=78; 95%) e Sindrome de Insensibilidade
Androgénica Leve (MAIS) (n=4, 5%). D) Caracteristicas exdnicas das indels — localizadas em sequéncias de
trinucleotideos (n=13; 16%), em sequéncias de homopolimeros (n=7; 8,5%) e em sequéncias ndo repetitivas (n=62,
70,5%). E) Natureza dos indels — inser¢Bes (n=29; 35%), delecbes (n=49, 60%) e indels complexas (n=4, 5%). F)
Distribuicdo dos indels — Dominio N-terminal (NTD) (n=45, 55%), Dominio de Ligagdo ao Ligante (LBD) (n=28,
34%), Regido Hinge (n=1) e Dominio de Ligacdo ao DNA (DBD) (n=8, 10%).

Na analise comparativa, identificamos 79 e 118 indels relatadas nos bancos de dados do
AR e no gnomAD (individuos 46, XY), respectivamente. As indels do tipo FS apresentaram um
enriquecimento substancial em individuos com AIS (63/79, 79,9%), em compara¢do com a
populacdo de controle masculina do gnomAD (14/118, 11,9%) (p<0,00001). Além disso, as
delecbes foram significativamente representadas em individuos com AIS (64/79, 81%), em
comparagao aos controles masculinos (36/118, 30,5%) - p<0,00001. No contexto de small indels
abrangendo entre um a trés nucleotideos, observamos um enriquecimento significativo em
individuos com AIS (61/79, 77,2%) em relacdo aos controles 46,XY (40/118, 33,9%)
(p<0,00001).
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6 DISCUSSAO

Dos 55 casos avaliados, 38 (69%) foram classificados como "“provavelmente
patogénicas™e 14 variantes (25%) foram categorizadas como "patogénicas”, perfazendo um total
de 94% das variantes sendo classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas. Trés
variantes (6%) foram identificadas como "Variantes de Significado Incerto” (VUS). Em estudos
moleculares avaliando individuos com DDS 46,XY, o percentual de diagndstico molecular,
através da identificacdo de variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas, é elevado para
casos de DDS 46,XY associados a defeitos de metabolizacdo da testosterona ou defeitos de acéo
androgénica. Nesses casos, 0 percentual de variantes alélicas identificadas nos genes AR e
SRD5A?2 classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas € significativamente
elevada.

Entre as trés variantes classificadas como VUS em nossa casuistica, duas delas foram
identificadas em pacientes com PAIS (¢c.1215G>T; p.GIn405His e ¢.1885G>A; p.Ala629Thr) e
uma em uma paciente com CAIS (c.1530C>T; p.Ser510Ser). Foi interessante observar que a
variante sindnima c¢.1530C>T; p.Ser510Ser foi classificada como VUS. Esta variante foi
identificada por nosso grupo em uma familia multigeracional de pacientes com CAIS 6. Através
da hipotese de que uma variante sindnima pode afetar o splicing, avaliamos o cDNA desta
familia e comprovamos o impacto desta variante no splicing, o qual gerava uma proteina AR
andmala, extremamente curta. Analisamos, entdo outra variante sinébnima reportadas em um
paciente com PAIS que foi capaz também de alterar o splicing 7. Nesse caso, a variante também
foi classificada como VUS. No entanto, a analise do potencial impacto no splicing através da
andlise in silico utilizando a ferramenta SpliceAl atribuiu scores sugestivos de alteracdes no
splicing em ambos 0s casos. 1sso sugere que variantes sinbnimas em genes de interesse podem
ser avaliadas com mais cuidado, sobretudo utilizando ferramentas de predicdo de impacto no
splicing, especialmente se foram classificadas como VUS.

A regido AF2 do AR, localizada dentro do dominio de ligacdo ao ligante (LBD) da
por¢do C-terminal do AR, desempenha um papel crucial na mediacéo da transcri¢do génica ap0s
a ligagdo do ligante 2°. Ela serve como um local de ancoragem para proteinas coativadoras ou
corepressoras que modulam a atividade de transcri¢do do receptor. A ligacdo do ligante ao AR
induz alteracdes conformacionais que facilitam a recrutamento de proteinas coativadoras para a
regido AF2 26, Por esse motivo, essa regido do AR tem despertado interesse no desenvolvimento

de novos farmacos antiandrogénicos.
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Considerando a importancia desta regido, as caracteristicas fenotipicas manifestadas por
individuos com AIS que abrigam mutagdes na regido AF2 do AR podem oferecer uma
perspectiva interessante sobre a relevancia clinica dessa regido especifica. Nossa analise
identificou a presenca de 18 variantes alélicas distintas dentro dessa regido especifica do gene
AR entre pacientes com AlS.

Foi interessante notar que, dentre essas 18 mutacGes, apenas uma minoria (n = 5)
resultou em CAIS. Nossa hipdtese inicial era que variantes ocorrendo na regido AF2
predominantemente levariam a CAIS. No entanto, o grande percentual de variantes na regido
AF2 causando PAIS pode sugerir que a alteracdo nessa sequéncia (ou o bloqueio dessa
sequéncia considerando essa sequéncia como um potencial alvo terapéutico para bloqueio
androgénico) ndo promova um bloqueio completo da atividade do AR.

Como em nosso caso com variante na regido AF2 o fendtipo foi CAIS e a variante
resultou em uma troca de uma leucina para uma prolina, investigamos o fenétipo de todas as
variantes do tipo missense que resultaram em troca para prolina na literatura e em bancos de
dados.

Identificamos 15 variantes do tipo missense que resultou em uma mudanca para prolina.
Em 11 casos (73,5%), essa mudanca resultou em CAIS. Todas as substitui¢cbes por prolina no
dominio de ligacdo ao ligante (LBD) causaram o fendtipo completo, enquanto variantes com
substituicdes por prolina no dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e no dominio N-terminal (NTD)
resultaram em fenotipos tanto completos quanto parciais. Isso sugere que as substituicbes por
prolina na regido de ligacdo ao ligante podem ser mais deletérias, como observamos no caso da
nossa casuistica. O fenotipo foi CAIS em todos os casos de substituicdo de leucina por prolina,
independentemente da localizacdo da variante entre os dominios do AR.

Essa maior patogenicidade associada a troca por prolina talvez se deva por caracteristicas
intrinsecas ao aminoacido prolina. A prolina possui uma composicao tipica, caracterizada por
uma cadeia lateral ciclica. Essa caracteristica particular tem o potencial de perturbar o arranjo
ordenado de estruturas secundarias, como as alfa-hélices, que dependem de um padrdo
consistente de ligacdo de hidrogénio entre os &tomos da proteina °’.

Quando a prolina esta posicionada no interior de uma alfa-hélice, ela confere uma
curvatura a estrutura helicoidal, desestabilizando-a. Essa desestabilizacdo ocorre devido a
incapacidade da cadeia lateral ciclica da prolina de estabelecer as ligacbes de hidrogénio
necessarias com os demais atomos, o que dificulta a manutengédo da configuragdo convencional
da alfa-hélice. Consequentemente, a presenca de residuos de prolina na regido central de uma

alfa-hélice pode induzir a desestabilizagdo da estrutura geral da proteina °’. Portanto, variantes
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que resultam na introducdo de prolina podem afetar significativamente a estabilidade da
proteina.

Considerando uma Unica variante em um gene pode ser patogénica e causar doenga, é
razoavel presumir que mais de uma variante em um unico gene tambeém pode afetar o fenotipo.
O impacto de variantes duplas no fenétipo foi demonstrado na cardiomiopatia hipertrofica 8.
Vérias variantes duplas foram relatadas esta condicio nos genes MYBPC3 e TNNT2 °8 %9, Essas
variantes duplas foram associadas a um fen6tipo mais grave, incluindo inicio mais precoce da
doenca, hipertrofia ventricular esquerda mais severa, maior prevaléncia de insuficiéncia cardiaca
avancada e maior risco de morte cardiaca subita.

Da mesma forma que na AIS, variacdes genoétipo-fenotipo sdo relatadas na fibrose
cistica, uma condicdo genética que resulta de mutagGes no gene CFTR 0. Na fibrose cistica,
variantes no gene CFTR sdo divididas em variantes leves ou graves de acordo com a funcéo
residual do gene, a qual geralmente é estimada com base no fendtipo do paciente . Por
exemplo, duas variantes leves associadas a fibrose cistica resultaram em fibrose cistica grave
(p.Arg347His-p.Asp979Ala) quando herdadas em combinacéo . Curiosamente, cada variante
no CFTR funcionou de maneira diferente: a primeira causou um canal de cloreto defeituoso,
enguanto a segunda reduziu a proteina CFTR na membrana celular. A combinacdo de ambos
levou a uma fibrose cistica grave. Desde o primeiro relato de uma mutacéo dupla no gene CFTR
em 2011, outras variantes alélicas duplas no gene CFTR foram relatadas, e seu impacto no
fendtipo foi caracterizado. Coletivamente, esses exemplos reforcam a evidéncia de que
mutacdes duplas podem afetar o fendtipo final.

Identificamos um paciente com AIS com duas variantes no AR. Ambas sdo variantes do
tipo missense ndo sinénimas, e uma delas ja foi relacionada anteriormente a PAIS 2. Portanto, é
possivel que ambas as variantes, ao trabalharem juntas, levaram ao fen6tipo completo. H& um
relato prévio de dupla variante no AR identificadas em dois gémeos monozigoticos
(p.Phe857Leu e p.Ser866Pro), ambas localizadas no éxon 7 do LBD do AR ®.. Embora a
posicao 856 seja extremamente conservada e envolvida em interagdes hidrofobicas com a hélice
9 do AR, a variante p.Phe857Leu n&o alterou a ligagdo ao andrdgeno e mostrando uma afinidade
de ligagdo semelhante ar AR selvagem. Por outro lado, a variante p.Ser866Pro alterou
severamente a liga¢do ao andrdgeno.

Curiosamente, apesar da raridade de duplas variantes no AR em AIS, elas tém sido
frequentemente relatadas no cancer de prostata 2, o que pode sugerir que as duplas mutagdes no
gene AR sdo mais comuns em AIS do que tem sido relatado. 1sso pode ocorrer pois, em casos de

variantes duplas, variantes classificadas como VUS ou como provavelmente benignas podem ser
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descartadas, uma vez que a maioria das variantes detectadas em estudos genéticos é
regularmente avaliada quanto ao seu potencial patogénico. Na AIS, também € possivel que
polimorfismos, como o ndimero de repeticbes CAG, atuem em conjunto com uma variante
alélica do AR, contribuindo para o fenétipo % 4. De fato, a contribuicdo de polimorfismos, além
de uma variante missense, pode causar a deficiéncia da 5-alfa redutase tipo 2, outra condicao
46,XY DSD, o que sugere que os polimorfismos podem desempenhar um papel patogénico
quando associados a uma variante patogénica . Outra possibilidade é a presenca de variantes
alélicas sinbnimas que possam atuar em conjunto com uma variante missense ndo sinénima. As
mutacdes sindnimas tém sido amplamente negligenciadas como causadoras de condigdes
genéticas, em grande parte porque sdo consideradas irrelevantes devido a sua incapacidade de
alterar os aminoéacidos. No entanto, existem muitas maneiras pelas quais variantes sindénimas
podem ser deletérias, principalmente pela capacidade de alterar splicing . De fato, variantes
sinbnimas no AR ja foram relatadas na AlS, tanto em CAIS quanto em PAIS 768,

Nas ultimas décadas, a expansdo no campo da biologia molecular tem trazido grandes
avancos na genética humana e médica. Dentre esses avangos, esta a identificacdo de variantes
estruturais no genoma, como por exemplo, as Varia¢fes de Numero de Copias (do inglés, Copy
number variations, CNVs). As CNVs sdo insercdes e delecbes em maior escala, e referem-se a
diferencas na dosagem de segmentos genémicos, variando em tamanho de 1 kilobases (kb) para
muitas megabases (Mb) °. Até recentemente, a maioria dos estudos gendmicos tinha como foco
principal a descri¢do de pequenas variantes, como as SNVs (Varia¢do de nucleotideo Unico), ja
que a deteccdo de CNVs era mais limitada °. No entanto, devido ao seu tamanho, as CNVs
abrangem mais bases que as SNVs e podem ter maior influéncia na expressdo e estrutura de um
determinado gene *. CNVs tem sido raramente descritas em AIS. Na literatura, identificamos
um total de quinze casos descritos de grandes CNVs (>1kb) no AR. Todas essas CNVs, exceto
uma, causaram CAIS. A excecdo foi a identificacdo de uma delecdo de 9.4 kb, a qual
compreendia todo 0 éxon 4 em um paciente com azoospermia e com genitalia externa masculina
descrita como normal 72, Entre as demais CNVs reportadas em individuos com CAIS, elas
compreendem delecGes de toda a regido exonica do AR, do éxon 2, do éxon 3, do éxon 4, do
éxon 5 e delecdo compreendendo os éxons 4 a 8, além de duplicagdo do éxon 2. Identificamos
uma delecdo compreendendo os éxons 6, 7 e 8 do AR, o que expande o nimero de grandes CNS
causando AIS. Com esse novo achado, ha dezesseis grandes CNVs identificadas em pacientes
com AIS, 0 que é um namero proporcionalmente bem inferior ao nimero de variantes de outra

natureza identificadas no AR em pacientes com AlS.
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Uma possivel explicacdo para essa baixa frequéncia pode ser devido ao fato de que o
diagndstico molecular de AIS envolve primeiramente o sequenciamento direto de todos 0s oito
éxons do gene AR 3% % No entanto, mesmo utilizando uma abordagem de identificacdo de
variantes do AR por meio de um painel de genes direcionado, uma CNV em uma paciente com
quadro fenotipico de AIS nédo foi detectada, apesar do painel ter uma cobertura de 97% para o
AR % Tanto o sequenciamento por Sanger quanto o sequenciamento paralelo de painel de genes
sdo mais eficientes na deteccdo de SNVs (variantes de nucleotideo Unico) ou small indels
(pequenas insercdes e delecbes) em vez de CNVs (variagbes no nimero de cdpias). Uma
alternativa seria a realizacdo de Whole Exome Sequencing (WES) em combinacdo com pipelines
de bioinformatica adequados para detectar CNVs. Com esta abordagem, houve sucesso na
deteccdo de uma grande CNV compreendendo o éxon 2 do AR em uma paciente com CAIS. Isso
reforga que a auséncia de variantes no AR em casos de suspeita de AIS quando realizados o
sequenciamento do AR por Sanger o sequenciamento paralelo de genes ndo necessariamente
exclui a possibilidade de CNVs e que metodologias adicionais podem auxiliar na identificacdo
das alteragOes moleculares relacionadas ao AR nesses casos.

Indels sdo insercdes ou delecbes de um ou mais nucleotideos na sequéncia do DNA,
sendoconsideradas small indels insercdes ou delecdes menores que 50pb. Indels sdo altamente
abundantes nos genomas humanos, representando de 15% a 21% dos polimorfismos humanos 3.
Além de sua contribuicdo para variacdes genéticas em populacfes saudaveis, small indels
deletérias tém sido cada vez mais implicadas na patogenicidade de numerosas doencas
genéticas, afetando tanto regides codificantes quanto ndo codificantes ' . Na AIS, as indels
representam o segundo tipo mais prevalente de variantes genéticas identificadas no gene AR %
14 Tyutyusheva et al. relataram 66 casos de CAIS e compararam os tipos de variantes genéticas
identificadas com 2 bancos de dados genémicos ’®, corroborando que small indels no AR s&o o
segundo tipo mais comum de variantes genéticas identificadas em AlS.

Nas regides codificadoras, indels podem resultar em variantes do tipo FS ou NFS 73,
Indels NFS envolvem a insercdo ou delecdo de multiplos de 3 pares de bases, mantendo
inalterada a sequéncia de proteina restante. Por outro lado, indels do tipo FS alteram o quadro de
leitura a partir do ponto de insercdo ou delecdo, levando a proteinas anémalas geralmente com
término prematuro (71).

Em relacdo a frequéncia de indels frameshift (FS) versus indels ndo frameshift (NFS), ha
mais indels FS do que indels NFS no genoma humano (2). No entanto, dentro das regides
codificantes, a distribuicdo das indels é fortemente enriquecida por indels NFS (2). Essa

observacgdo provavelmente ocorre porque as proteinas anémalas resultantes de indels do tipo FS
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podem estar sujeitas a degradacdo mediada por RNA, atraves de um mecanismo descrito como
mRNA decay (70). Curiosamente, cerca de 80% das small indels em individuos com AIS que
identificamos sdo indels do tipo FS, o que indica que essas indels podem escapar de certos
mecanismos de reparo de DNA.

Em nossa analise, no que diz respeito a relacdo genoétipo-fenétipo das small indels no
gene AR, a maioria dos casos (95,1%) apresentou o fendtipo CAIS. Notavelmente, todas as
indels frameshift (FS) identificadas em individuos com AIS resultaram em CAIS. Essa
observagédo é intrigante, uma vez que tradicionalmente se considera que a AIS ndo apresenta
uma forte correlagdo genotipo-fendtipo forte 1°. A importancia de compreender a relagio
gendtipo-fendtipo na AIS € destacada pela possibilidade de confirmagdo genética do
diagndstico, possibilitando prognésticos mais precisos e facilitando a atribuicdo de sexo para
individuos 46,XY com AIS, especialmente aqueles com PAIS 77. Além disso, esse conhecimento
auxilia no aconselhamento genético para mulheres carreadoras de variantes no gene AR (22).

Além disso, informacdes sobre a expressdo fenotipica de variantes especificas do AR
podem ser utilizadas para construir mapas de dominios funcionais dentro do AR. E importante
notar que certas variantes alélicas do AR no banco de dados de muta¢Ges do AR podem levar a
mais de um fendtipo de AIS, incluindo a maioria das variantes alélicas ndo sin6nimas °. As
razdes para isso ainda ndo estdo claras, mas 0 mosaicismo somatico pode desempenhar um papel
nesse fendmeno 8. No entanto, o mosaicismo somatico no gene AR entre individuos com AIS
foi raramente relatado, com apenas 14 casos relatados até o momento °. No entanto, nossos
resultados sugerem uma relacdo genotipo-fendtipo bem definida em relacdo as small indels do
tipo frameshift no gene AR, ja que todos os casos identificados resultaram no fen6tipo completo.

Identificamos individuos com MAIS que apresentavam small indels no AR. Todos os 4
casos apresentaram small indels localizadas em regiGes repetitivas em tandem (26, 30, 68).

Especificamente, em 2 casos, as small indels ocorreram em uma sequéncia de 4 leucinas
antes da repeticdo CAG do AR no exon 1 (68). A sequéncia de mMRNA do AR que codifica essas
4 leucinas complementa a sequéncia de mMRNA do AR que codifica a repeticdo CAG, formando
uma estrutura de RNA estavel. Curiosamente, uma dessas insercdes de leucina
(9.1283_1284insAGTTTGCTG) foi reportada como alterando a estrutura secundaria da proteina
AR (68). Outra evidéncia que sustenta o papel patogénico da alteracdo da sequéncia de poli-
leucina do AR vém de uma outra variante alélica ndo sinbnima no AR que substitui uma glicina
por uma leucina (c.173A>T; p.GIn58Leu), adicionando uma leucina extra a sequéncia de quatro
leucinas e causando infertilidade masculina em 2 homens finlandeses néo relacionados (69). No

entanto, em todos 0s casos de individuos com MAIS apresentando small indels no gene AR, as
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indels sdo do tipo ndo frameshift (NFS) e se localizam em regides repetitivas em tandem. Esses
relatos sugerem que pequenas indels em repeticbes em tandem dentro do gene AR podem levar
a AIS completa ou leve. Ainda assim, o fenétipo final parece ser melhor definido pelo fato de o
pequeno indel ser de mudanca de quadro (FS) ou ndo de mudanca de quadro (NFS), em vez da
localizacdo dos indels em repeti¢cbes em tandem.

Embora pacientes com small indels na regido codificadora do gene AR possam
apresentar tanto fenétipo leve quanto completo de AIS, small indels séo raras em casos de
fendtipo parcial. Identificamos apenas uma small indel no gene AR (c.2074_2076del) em um
individuo com PAIS. Esse caso foi reportado em uma familia com 3 individuos com AIS.
Curiosamente, os outros 2 membros da familia apresentavam CAIS, demonstrando que
variabilidade fenotipica pode ocorrer mesmo em AlIS resultante de small indels no AR (22).

Na andlise comparativa de frequéncias de small indels entre individuos com AIS e a
populacdo masculina controle (compartive burden test), observamos um enriquecimento
significativo de small indels, especialmente as do tipo FS, entre os individuos com AlS. Além
disso, nossa investigacdo revelou uma notavel e significativa super-representacdo de delecdes
em individuos com AIS, sugerindo que pequenas delecbes podem estar mais frequentemente
associadas a patogenicidade em comparacdo com pequenas inser¢fes. Além disso, observamos
um enriquecimento significativo de small indels abrangendo entre 1 a 3 nucleotideos em
individuos com AIS, indicando que a maioria das small indels patogénicas no gene AR é
causada por pequenas variagoes.

Quanto a localizacdo das small indels em regiGes codificadoras no genoma humano,
enriquecimento de small indels nas regides N-terminal ou C-terminal (64). No contexto da AlS,
também observamos um padrdo semelhante, pois a maioria das small indels estdo localizadas no
dominio N-terminal (NTD) e no dominio de ligacdo a ligantes (LBD), com uma preponderancia
particular no dominio NTD. Essa preponderancia pode ser atribuida ao fato de que o NTD do
AR contém 2 regides longas de poli-repeticdes de trinucleotideos (poli-Q e poli-G).

Repeticdes de trinucleotideos sdo sequéncias repetitivas de 3 nucleotideos encontradas
em diferentes nimeros de copias no genoma humano (72). Assim como outras regides
repetitivas no genoma, as repeticdes de trinucleotideos sdo propensas a eventos de slippage (73).
Dado que o slippage tem sido implicado na geracdo de indels, repeticGes de trinucleotideos
dentro de regides exonicas podem representar hotspots para a formacao de indels. No gene AR,
existem duas repeticdes de trinucleotideos bem conhecidas. A primeira é a repeticdio CAG
(trecho de poli-Q) localizada no exon 1 (abrangendo do aminoacido 57 ao 80; NM_000044.6), e

a segunda é a repeticdo CCG (trecho de poli-G) também dentro do exon 1 (abrangendo do
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aminoacido 451 ao 473). O gene AR tem uma alta taxa de variacdo individual a cada geracdo,
tornando-o um excelente gene para analisar padrdes de variagcdes ao longo das geragdes. Com
base nisso, Montgomery et al. identificaram que repetices de trinucleotideos longos dentro da
regido codificante do AR sdo hotspots para ocorréncia de small indels em uma populagédo
saudavel, explicando a natureza polimérfica dessas poli-repeti¢des em humanos 32,

No entanto, identificamos que apenas 15,8% das small indels patogénicas reportadas em
individuos com AIS estdo localizadas dentro de poli-repeti¢es do AR (Figura 7; D). Isso sugere
que os hotspots para small indels dentro do gene AR observados na populacdo geral saudavel
ndo representam completamente os mecanismos subjacentes as small indels patogénicas
identificados em individuos com AlS.

Além das classicas sequéncias de poli-Q e poli-G, o gene AR contém mais 2 repeticdes
de trinucleotideos fixas (ndo polimorficas). Essas sequéncias sdao uma segunda sequéncia de
poliglutamina (entre os aminoacidos 86 a 91) e uma sequéncia de oito prolinas (entre 0s
aminoacidos 374 a 381). Embora menores em tamanho, essas 2 poli-repeti¢cdes ainda nao foram
extensivamente estudadas quanto aos seus papéis individuais na atividade do receptor de
androgénio. No entanto, nossa analise revelou a presenca de trés small indels dentro da regido de
poliprolina e seis dentro da segunda sequéncia de poliglutamina no AR, 0 que sugere gue estas
sequécias sejam hotspots para a ocorréncia de small indels no AR.

Considerando a elevada prevaléncia de repeti¢cdes de trinucleotideos em genes humanos,
compreender o impacto potencial dessas pequenas poli-repeticdes pode ser crucial para entender
a patogenicidade das variantes identificadas nessas regides e avancar nossa compreensdo dos
mecanismos de mutagénese ligados as small indels.

No que diz respeito a0 mecanismo de mutagénese, o slippage da polimerase é
considerado o mecanismo predominante para a geracdo de small indels no genoma (12, 74).
Esse fendmeno ocorre durante a replicacdo e normalmente resulta na contracdo ou expansao de
regides de repeticdo em tandem, como as sequéncias de trinucleotideos. No genoma humano, o
slippage da polimerase explica aproximadamente 75% dos eventos em regides de hotspot
repetitivas e cerca de 50% das indels em areas ndo hotspot (19). Notavelmente, cerca de 45%
das small indels estdo concentradas em apenas cerca de 4% do genoma e podem ser amplamente
atribuidos ao slippage da polimerase (75). Sequéncias propensas ao slippage da polimerase,
como regides de repeticdo em tandem e sequéncias de homopolimeros, abrigam cerca de 70%
das indels (12).

Como o slippage da polimerase ocorre frequentemente em sequéncias repetitivas,

eventos CCC provavelmente sdo causados por esse mecanismo 8. Em nossa anélise,
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classificamos cada evento de indel como evento CCC ou ndo-CCC para estimar a propor¢édo de
small indels que poderiam estar ocorrendo em decorréncia de slippage. Curiosamente,
descobrimos que apenas 52% das pequenas indels do AR sdo eventos ndo-CCC, sugerindo que
outros mecanismos moleculares podem desempenhar um papel na geracdo dessas small indels.
Embora esses mecanismos ainda sejam amplamente desconhecidos, perturbacGes na clivagem
do DNA podem estar envolvidas na geracdo de indels, pois as intensidades de clivagem do DNA
préximas aos pontos de inicio e término de pequenas indels foram significativamente menores
do que em outras regides gendmicas. No entanto, estudos adicionais sd0 necessarios para
elucidar esses mecanismos moleculares e sua contribuicdo para eventos patogénicos de
pequenas indels no gene AR.

Em uma busca por uma sequéncia de consenso gendmico propensa a geracao de indels,
Krawczak e Cooper identificaram uma sequéncia consenso de 6 pares de bases (TG A/G A/G
G/T A/C) que ocorre frequentemente em locais de pequenas delecbes germinativas em varias
doencas genéticas (76). Essa sequéncia consenso também foi identificada como um hotspot para
a ocorréncia de small indels no gene TP53 (77). Para determinar se as small indels patogénicas
no gene AR ocorrem dentro dessa sequéncia consenso, analisamos o contexto gendémico de cada
small indel que identificamos no AR e comparamos a sequéncia de nucleotideos que cada small
indel no AR se localizava e comparamos com a sequéncia consenso. Identificamos trés pequenas
indels dentro da sequéncia consenso (c.2317_2321del, ¢.2356_2357del e ¢.2478_2479ins). No
total, as small indels nesta sequéncia consenso compreenderam 3,65% de todas as small indels
do AR, o que é semelhante a frequéncia de small indels nesta sequéncia consenso no gene TP53.

Homopolimeros ou homocopolimeros sdo sequéncias continuas de purinas ou
pirimidinas (por exemplo, AAAAAA, CCTTCC, AAAGGG) (77). Essas regides foram relatadas
como regides de risco para a ocorréncia de small indels (75). Por exemplo, no gene TP53, small
indels sdo relativamente frequentes dentro de sequéncias homopoliméricas de 4 ou mais
nucleotideos (78). No AR, identificamos sete small indels em sequéncias homopoliméricas ou
homocopoliméricas, incluindo a nova c¢.1314_1315delCT. No total, as small indels nessas
sequéncias compreendem 8,5% dos small indels no AR, o que suporta ainda mais o fato de que
essas sequéncias sdo regibes propensas para ocorréncias de small indels dentro de regibes
exonicas.

Small indels complexas envolvem uma combinacdo de delecdo e insercdo (e as vezes
uma substituicdo de base) de uma s6 vez (79). Devido a falta de ferramentas eficazes para
mapear e detectar small indels complexas, elas tém sido um tanto negligenciadas. Portanto, a

frequéncia, caracteristicas fenotipicas e mecanismos de mutagénese dessas small indels
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complexas sdo amplamente desconhecidos (80). Essas variantes complexas sdo atribuidas a
sequéncias palindrémicas ou quasi-palindrémicas (81). Identificamos uma nova small indel
complexa no AR (c.431_452dellinsAAA). Ao examinar todas as small indels complexas
reportadas no AR em individuos com AlS, identificamos outras 4 ocorréncias de tais variantes
entre individuos com AIS (n = 5; 6%). Apenas uma small indel complexa frameshift
(c.157_165dup) (68) foi encontrada dentro de uma repeticdo em tandem, enquanto as outras 4
estavam localizadas em sequéncias palindromicas, sugerindo que essas sequéncias sao

propensas a gerar small indels complexas.
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7 CONCLUSOES

e Variantes no AR afetando a regido AF2 causam um fendétipo parcial na maioria dos casos
afetados.

e A maioria das variantes identificadas no gene AR em individuos com fenétipo de AIS é
classificada como patogénica ou provavelmente patogénica.

e CNVs séo raras entre as alteracdes moleculares que causam AlS, mas sdo fortemente
relacionadas ao fenotipo completo.

e Ha uma correlacdo gen6tipo-fendtipo em individuos que possuem variantes do tipo small
indels no gene do AR visto que a imensa maioria das small indels no gene AR
causafenotipo completo.

e As regibes exonicas repetitivas do AR, como as sequencias de homopolimeros e as
repeticdes de trinucleotideos sdo regides propensas a ocorréncia de small indels.

e Small indels do tipo frameshift no AR sdo deletérias e relacionadas a fen6tipo completo
em todos os casos, enquanto que small indels do tipo ndo-frameshift podem levar ao
fenotipo leve quando localizadas em repeticdes de trinucleotideos dentro da regido

exbnica do AR.
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ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO-HCFMUSP
DADOS SOBRE A PESQUISA

Expansdo do Diagndstico Molecular e das Possibilidades Terapéuticas da Sindrome

de Insensibilidade aos Andrégenos

PESQUISADOR PRINCIPAL:

CARGO/FUNCAO:

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL

UNIDADE DO HCFMUSP: Endocrinologia

DEPARTAMENTO/INSTITUTO: Departamento de Clinica Médica, Disciplina de Endocrinologia, Unidade do
Desenvolvimento; LIM (Laboratério de Investigacdes Médicas 42 — LIM 42)

Convidamos o(a) sr(a) para participar desta pesquisa que visa avaliar mutag8es no gene do Receptor Androgénico
em pacientes com suspeita de Sindrome de Insensibilidade Androgénica. Considerando que a identificacdo das
alteracdes moleculares podem aumentar o conhecimento sobre esta sindrome.

Para a realizagdo deste estudo, os pacientes com este diagndéstico tratados no ambulatério de Desenvolvimento do
Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo que aceitarem participar, serdo submetidos a coletar amostra

sanguinea para estudo molecular.

Os beneficios de um maior conhecimento sobre as altera¢cdes moleculares relacionadas a este gene extendem-se
ndo apenas a individuos com Sindrome de Insensibilidade Androgénica mas também a individuos com Distdrbios

da Diferenciacdo Sexual.

Ao participante é garantido completo SIGILO e PRIVACIDADE, sendo qualquer dado avaliado como um todo e nao
individualmente. A qualgquer momento, o participante pode manifestar o desejo de retirar-se desta pesquisa, desejo
ao qual sera prontamente atendido. Caso concorde em participar, uma via deste termo do Consentimento Livre e

Esclarecido sera fornecida ao participante.

Esta pesquisa ndo prevé custos aos participantes, visto que a avaliacdo nos que foram participantes sera feita em

paralelo as suas consultas de rotina, sem nenhuma chamada adicional.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento
de eventuais davidas no enderego: LIM 42 do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo, localizado na rua
Eneas de Carvalho Aguiar, 255 S&o Paulo/SP. Telefone(s) 11 26617512. Se vocé tiver alguma consideragcdo ou
davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires
de Campos, 225 - 50 andar - tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549 - e-mail:
cappesqg.adm@hc.fm.usp.br
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Reforcando, é garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituig&o.
As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacédo de

nenhum paciente.

Fui devidamente informado sobre o estudo: Avaliacdo Funcional das Mutac6es Identificadas no Gene do

Receptor Androgénico em Pacientes com Sindrome da Insensibilidade Androgénica

Eu discuti com ou a pessoa por ela delegada

( ) sobre a minha decisdo em participar nesse estudo,

potenciais desconfortos, riscos e garantias. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de despesas e
que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessério. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no

meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [/ /

Assinatura da testemunha Data [/ /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel Rubrica do pesquisador
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ANEXO 2 - Tabela com as variantes encontradas em pacientes com AlS em nossa coorte e reclassificacao.
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NUmerode Fendtipo Posicéo codon Posicéo proteina Tipo AR Dominio Publicada ACMG Revel Meta LR
variantes exon
1 CAIS c.431_452dellinsAAA  p.Gly144Glufs*25  Nonsense 1 1 nova Provavelmente - -
Patogénica
1 CAIS c.387_388del p.Gly1l30Leufs*27  Nonsense 1 1 nova Provavelmente - -
Patogénica
1 CAIS €.1314 1315delCT p.Phe439His*62 Nonsense 1 1 nova Patogénica - -
1 CAIS c.175C>T p.GIn59Term Nonsense 1 1 nova Patogénica - -
1 CAIS c.217 C>T p.GIn73Term Nonsense 1 1 nova Patogénica - -
2 CAIS €.262C>T p.GIn88Term Nonsense 1 1 nova Provavelmente - -
Patogénica
2 CAIS €.362C>A p.Serl21Term Nonsense 1 1 nova Provavelmente - -
Patogénica
2 CAIS €.382G>T p.Glul28Term Nonsense 1 1 nova Provavelmente - -
Patogénica
5 CAIS €.1530C>T p.Ser510Ser Sindnima 1 1 nova VUS - -
CAIS Grande delecéo Exon 6,7,8 del CNV Nova Patogénica
1 CAIS €.1644G>T p.Leu548Phe Missense 2 Publicada Provavelmente Uncertain (0.58) Benign (low) (0.38)
Patogénica
1 CAIS €.1769-2A>G Splice Splice 3 2 Publicada Provavelmente - -
Patogénica
2 CAIS €.1769-1 G>C Splice Splice 3 2 Publicada Provavelmente - -
Patogénica
5 CAIS €.1847 G>A p.Arg616His Missense 3 2 Publicada Patogénica Deleterious (Strong) Deleterious (0.98)
(0.98)
2 CAIS c.2117A>G p.Asn706Ser Missense 4 3 Publicada Patogénica Deleterious  (Moderate) Deleterious (0.98)
(0.85)
1 CAIS €.2155T>G p.Trp719Gly Missense 4 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (1)
Patogénica (0.98)
1 CAIS €.2138 T>C p.Leu713Pro Missense 4 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.96)
Patogénica (0.98)
1 CAIS €.2257C>T p.Arg753Term Nonsense 5 3 Publicada Patogénica - -



Tabela 8 - Variantes encontradas em pacientes com AIS em nossa coorte e reclassificagdo (continuagio).
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NuUmero de Fenotipo Posicdo codon Posicao proteina Tipo Publicada ACMG Revel Meta LR
variantes exon
4 CAIS c.2301delT p.Asp768llefs*21 Nonsense 5 Publicada Patogénica - -
1 CAIS €.2305C>G p.Leu769Val Missense Publicada Provavelmente Deleterious  (Moderate) Deleterious (0.93)
Patogénica (0.91)
1 CAIS €.2319-1G>T Splice Splice 6 Publicada Provavelmente - -
Patogénica
1 CAIS €.2338C>T p.Arg780Trp Missense 6 Publicada Patogénica Deleterious  (Moderate) Deleterious (0.86)
(0.84)
2 CAIS €.2336C>A p. Ser779Tyr Missense 6 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.94)
Patogénica (0.97)
1 CAIS €.2450-1G>C Splice Splice 7 Publicada Provavelmente - -
Patogénica
1 CAIS €.2595C>G p.Asp865Glu Missense 7 Publicada Provavelmente Deleterious (Moderate) Deleterious (0.93)
Patogénica (0.86)
2 CAIS €.2521C>G p.Arg841Gly Missense 7 Publicada Provavelmente Deleterious  (Moderate) Deleterious (0.92)
Patogénica (0.91)
2 CAIS €.2566 C>T p.Arg856Cys Missense 7 Publicada Patogénica Deleterious (Strong) Deleterious (0.97)
(0.95)
1 CAIS C.2674T>G p.Phe892Val Missense 8 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.99)
Patogénica (0.94)
1 CAIS C.2695A>T p.11e899Phe Missense 8 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.99)
Patogénica (0.96)
1 CAIS €.2714C>G p.Pro905Arg Missense 8 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.99)
Patogénica (0.97)
1 PAIS c.1215G>T p.GIn405His Missense 1 Publicada VUS Uncertain (0.62) Deleterious (0.9)
1 PAIS c.1727C>T p.Thr576lle Missense 2 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.96)
Patogénica (0.97)
3 PAIS €.1789 G>A p.Ala597Thr Missense 3 Publicada Provavelmente Deleterious  (Moderate) Deleterious (0.91)
Patogénica (0.8)
1 PAIS c.1885G>A p.Ala629Thr Missense 3 Publicada VUS Deleterious  (Moderate) Deleterious (0.77)
(0.9)
2 PAIS c.1807A>C p.Thr603Pro Missense 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Moderate) Deleterious (0.88)
Patogénica (0.92)
1 PAIS €.2084 C>T p.Pro695Leu Missense 4 Publicada Provavelmente Deleterious (Moderate) Deleterious (0.99)
Patogénica (0.79)
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NuUmero de Fenotipo Posicdo codon Posicao proteina Tipo AR  Dominio Publicada ACMG Revel Meta LR

variantes exon

1 PAIS c.2144 A>C p.His715Pro Missense 4 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Moderate) Deleterious (0.85)
Patogénica (0.8)

1 PAIS c.2110A>G p.Ser704Gly Missense 4 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.93)
Patogénica (0.94)

1 PAIS €.2108C>A p.Ser703Tyr Missense 4 3 Publicada Provavelmente  Uncertain (0.63) Deleterious (0.89)
Patogénica

1 PAIS €.2227A>G p.Met743Val Missense 5 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.94)
Patogénica (0.95)

1 PAIS €.2226G>C p.Trp742Cys Missense 5 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.96)
Patogénica (0.97)

1 PAIS €.2342 T>G p.Met781Arg Missense 6 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.99)
Patogénica (0.97)

2 PAIS €.170_172dup p.Leu57dup Nonsense 7 3 Publicada Provavelmente - -
Patogénica

3 PAIS €.2521 C>A p.Arg841Ser Missense 7 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Moderate) Deleterious (0.91)
Patogénica (0.88)

2 PAIS c.2522 G>A p. Arg841His Missense 7 3 Publicada Patogénica Deleterious  (Moderate) Deleterious (0.91)

(0.91)

1 PAIS €.2515C>T p.Leu839Phe Missense 7 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (1)
Patogénica (0.93)

2 PAIS €.2567 G>A p.Arg856His Missense 7 3 Publicada Patogénica Deleterious (Strong) Deleterious (0.97)

(0.97)

3 PAIS €.2599G>C p.Val867Leu Missense 7 3 Publicada Provavelmente Uncertain (0.56) Deleterious (0.75)
Patogénica

2 PAIS €.2612C>T p.Ala871Val Missense 8 3 Publicada Patogénica "

Uncertain  Deleterious  Benign (0)

(0.62)" (0.87)

1 PAIS c.2741C>G p.Pro914Leu Missense 8 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.99)
Patogénica (0.95)

1 PAIS €.2629T>G p.Phe887Val Missense 8 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.8)
Patogénica (0.96)

2 PAIS €.2612C>G p.Ala871Gly Missense 8 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.8)
Patogénica (0.96)

1 PAIS c.2677C>T p.Pro893Ser Missense 8 3 Publicada Provavelmente Deleterious (Strong) Deleterious (0.99)
Patogénica (0.97)
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Tabela 8 - Variantes encontradas em pacientes com AIS em nossa coorte e reclassificagdo (conclusdo).

NuUmero de Fenotipo Posicdo codon Posicao proteina Tipo AR  Dominio Publicada ACMG Revel Meta LR
variantes exon

1 PAIS €.2667C>T p.Ser889Ser Sinbnima 8 3 Publicada Provavelmente
Patogénica



Tabela 9 - Variantes do tipo small indels identificadas em pacientes com AIS (continua).

ANEXO 3 - Tabela com as variantes do tipo small indels identificadas em pacientes com AlS.

Fendtipo \Efi(;r?tz Exon Dominio  Posicédo do codon Tipo de indel Cl?jsasﬁ((:jiclgao Posicdo proteina  Frame Reference
CAIS Del 1 NTD c.19del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Leu7Trpfs*27 FS “
CAIS Ins 1 NTD c.39_42dup 4 NR,non-CCC  Non-CCC p.Pro15Alafs*70 FS &
CAIS Del 1 NTD c.115_118del 4 NR,non-CCC  Non-CCC p.Pro39del NFS 8
CAIS Del 1 NTD c.118del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Argd0Glyfs*135  FS 8
CAIS Del 1 NTD c.125del 1 NR,non-CCC  CCC p.Pro42GInfs*133  FS 8
CAIS Del 1 NTD c.141_149del 9 NR,non-CCC  Non-CCC p.Ala48_Pro50del  NFS &
MAIS Ins 1 NTD c.157_165dup 9 TR CccC p.Ser53_Leu55dup  NFS 8
CAIS Ins 1 NTD c.163_164insC 1 TR ccc p.Leu55Profs*29 FS &
MAIS Ins 1 NTD NR 3 TR ccc p.Leu57dup NFS 8
CAIS Ins 1 NTD c.179_180ins 1 TR ccc p.GIn61Alafs*23 FS 8
CAIS Del 1 NTD c.227del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.GIn76Arg*99 FS &
CAIS Ins 1 NTD c.240del 1 NR,non-CCC  CCC p.Glu81Argfs*3 FS 8
CAIS Del 1 NTD c.244 _248del 5 NR,non-CCC  Non-CCC p.Thr82profs*10 FS 8
CAIS Ins 1 NTD c.257insA 1 TR ccc p.GIn87Alafs*7 FS %
MAIS Ins 1 NTD c.256_257insCAG 3 TR CCcC p.GIn86dup NFS o
MAIS Del 1 NTD c.256_257delCAG 3 TR cce p.GIn86del NFS o
CAIS Ins 1 NTD c.311_312insA 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Thr105Hisfs*8 FS 8
CAIS Del 1 NTD c.312del 1 NR,non-CCC  CCC p.Thrl05GInfs*70  FS %
CAIS Ins 1 NTD ¢.368dup 1 NR,non-CCC  CCC p.Glu124Glyfs*34  FS 92
CAIS Del 1 NTD c.381del 1 NR,non-CCC  CCC p.Glul28Argfs*47  FS %
CAIS Del 1 NTD c.387del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Gly130Valfs*45  FS %
CAIS Del 1 NTD c.502del 1 NR,non-CCC  CCC p.Gly168Alafs*7 FS 9“
CAIS Ins 1 NTD c.606_609dup 4 NR,non-CCC  CCC p.Glu204llefs*32  FS »
CAIS Del 1 NTD c.619del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Gly228Alafs*30  FS 3
CAIS Ins 1 NTD c.649dup 1 NR,non-CCC  CCC p.Ala217Glyfs*18  FS »
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Tipo de

Classificacao

Fenotipo . Exon Dominio  Posi¢do do codon Tipo de indel . Posigdo proteina  Frame Reference
variante da indel
CAIS Del 1 NTD c.663del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Lys222Argfs*5 FS 8
CAIS Ins 1 NTD €.720dup 1 NR,non-CCC CCC p.Lys241* FS ®
CAIS Ins 1 NTD ¢.796dup 1 NR,non-CCC  CCC p.Asp266Gly*39 FS 13
CAIS Del 1 NTD c.797del 1 NR,non-CCC  Non-CCC Asp266Valfs*30 FS %
CAIS Del 1 NTD ¢.1029_1032del 4 NR,non-CCC  Non-CCC p.Thr344Cysfs*134 FS &
CAIS Del 1 NTD ¢.1035delinsAG 2 NR,non-CCC  Non-CCC p.Ser346Glyfs*148  FS &
CAIS Del 1 NTD c.1041_1042del 2 NR,non-CCC  Non-CCC p.Tyr348GInfs*153 FS 8
CAIS Del 1 NTD c.1041del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Tyr348Thrfs*131  FS %
CAIS Ins 1 NTD c.1082_1083insC 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Arg362Ser140  FS o
87
CAIS Ins 1 NTD c.1133 1141dup 9 TR cce B'Pr°379—Pr°381d” NFS
CAIS Del 1 NTD c.1389_1390del 2 TR Non-CCC p.Gly464Argfs*37  FS %
CAIS Ins 1 NTD c.1396_1397insAG 2 TR Non-CCC p.Gly466GIu*14 FS %
CAIS Del 1 NTD c.1421_1422del 2 TR Non-CCC p.Glud74Gly*27 FS %
CAIS Del 1 NTD c.1462del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.GIn488Argfs*22  FS 8
c.1504_1509delins 87
CAIS Indel 1 NTD CGGCATGGTGA NR,non-CCC  Non-CCC p.Val502Argfs*34  FS
GCAGAGTGGCA
H 87
CAIS Ins 1 NTD %.i589_1590|nsGC 4 NR,non-CCC ~ Non-CCC p.Ser530Argfs*23  FS
CAIS Ins 1 NTD c.1314_1315del 2 NR,non-CCC  CCC p.Phe439Hisfs*62  FS e'itsljzo
CAIS Ins Intron NTD €.1616+1dup 1 NR,non-CCC CCC - - o7
CAIS Ins 1 NTD C.228 229insTAG 3 TR Non-CCC p.Q77Term NFS eEtsLtf:lo
CAIS  Indel 1 NTD G431 452dellinsA NR,non-CCC  Non-CCC 0.Glyl44GIufs*25  FS Este
AA estudo
CAIS Ins DBD c.1686_1689dup 4 NR,non-CCC  CCC p.Cys563dup NFS u
CAIS Del DBD c.1740del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Cys580* FS 100



Tabela 9 - Variantes do tipo small indels identificadas em pacientes com AIS (continuacéo).

Fenotipo \T;Fr)?an tede Exon Dominio Posicao do codon r’\nlLT(Te?)rt? deodo Tipo de indel gﬁf&gfaqao Posicgéo proteina Frame Reference
CAIS Del 2 DBD c.1750_1752del 3 NR,non-CCC  Non-CCC p.Phe584del NFS 1ot
CAIS Del 3 DBD c.1799del 1 NR,non-CCC  CCC p.Asn600Metfs*26  FS 43
CAIS Del 3 DBD c.1825_1829del 5 NR,non-CCC  Non-CCC p.Arg609Lysfs*12  FS 102
CAIS Ins 3 DBD c.1831insA 1 NR,non-CCC  CCC p.Asn6llllefs*15  FS “
CAIS Del 3 DBD c.1846_1048del 3 NR,non-CCC  Non-CCC p.Arg616del NFS 1oL
CAIS Del 4 Hinge €.1910del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Asn637llefs*2 FS 103
CAIS Ins 4 LDB €.2055_2056dup 2 NR,non-CCC  CCC p.Val686Argfs*104  FS 104
CAIS Del 4 LDB €.2074_2076del 3 NR,non-CCC CCC p.Asn693del NFS %
CAIS Del 4 LDB c.2101del 1 NR,non-CCC  CCC p.Leu701Cysfs*88  FS “
CAIS Del 4 LDB c.2123del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Leu708Argfs*81  FS 108
CAIS Del 4 LDB c.2135del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.GIn712Argfs*77  FS %
CAIS Del 4 LDB c.2164del 1 NR,non-CCC  CCC p.Ala722Profs*67  FS 106
CAIS Del 4 LDB c.2166del 1 NR,non-CCC  CCC p.Leu723Cysfs*66  FS 106
CAIS Del 4 LDB c.2174del 1 NR,non-CCC  CCC Gly725Alafs*64 FS 17
CAIS Del 5 LDB c.2300del 1 NR,non-CCC  CCC Pro767Leufs*22 FS 106
CAIS Del 5 LDB c.2301del 1 NR,non-CCC  Non-CCC Asp768llefs*21 FS 108
CAIS Del 5 LDB €.2660del 1 NR,non-CCC  Non-CCC p.Met887Argfs*2 FS 107
CAIS Indel 5 LDB f]'sﬂz—m“em' 2 NR,non-CCC  Non-CCC p.Phe771* NFS ”
CAIS Del 5 LDB €.2317_2321del 5 NR,non-CCC  Non-CCC p.Glu773Thrfs*15  FS .
CAIS Del 6 LDB c.2378_2380del 2 NR,non-CCC  CCC p.GIn793Argfs*36  FS 8
CAIS Del 6 LDB c.2356_2357del 2 NR,non-CCC  CCC p.Ser783Argfs*46  FS 8
CAIS Ins 6 LDB c.2365_2368dup 4 NR,non-CCC  CCC p.Arg789Lysfs*41  FS “3
CAIS Del 6 LDB c.2378_2379del 2 NR,non-CCC  Non-CCC p.GIn793Argfs*36  FS ®
CAIS Del 6 LDB c.2403del 1 ccc GIn803Argfs*6 FS 8
CAIS Ins 7 LDB C.2478_2479ins 2 NR,non-CCC  Non-CCC p.Phe827Hisfs*8 FS 109
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7

Fendtipo \Tallf’)ioan tede Exon Dominio Posi¢édo do codon ES(TE%';? deodo Tipo de indel gﬁfge'lcagao Posicao proteina Frame Reference
CAIS Del 7 LDB c.2500_2502del 3 Non-CCC p.Asn834del NFS 8
CAIS Ins 7 LDB C.2546insA 1 HR ccc p.Asn849Lysfs*32  FS %
CAIS Del 7 LDB c.2562_2563del 2 NR,non-CCC  Non-CCC p.Arg855Thrfs*25  FS 1o
CAIS Ins 7 LDB ¢.2573dup 1 NR,non-CCC  CCC p.Tyr858* FS m
CAIS Indel 8 LDB %%g@aéeég‘%'gs NR,non-CCC ~ Non-CCC p.Leus81Serfs*80  FS e
CAIS Del 8 LDB c.2683_2686del 4 NR,non-CCC  CCC p.Met896del NFS 1o
CAIS Del 8 LDB c.2715del 1 NR,non-CCC  CCC Lys906Argfs*38 FS 8
CAIS Del 8 LDB C.2749_2763del 15 NR,non-CCC  Non-CCC *x FS 13
PAIS Del 4 LDB ¢.2077_2079del 3 NR,nhon-CCC p.Asn693del NFS 8
CAIS Ins 1 NTD G192 198InSTAGC o cce cce 0.GIn65* NFS 1

AG
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ANEXO 4 - Sondas usadas no MLPA da grande delecéo.
Primeira sonda deletada no MLPA:
TGTGTCCGAATGAGGCACCTCTCTCAAGAGTTTGGATGGCTCCAAATCACCCCCCAG
GAAT

chrX: 67721867 67721927 61pb exon 6

U-BGIUN || GIBATD, 72 1,038-08 1 22,243 U 1U UL | JUNS, CITOIUSONNS 1H0(, SUICT1 WIS, T DEgUs, Seu x| | gu | SRS

|cheX (@12) [p22.33] Xp22.2

200 { hgaa
cheX: | 67,721,700| 67,721,750| 67,721,800] 67,721,850 67,722,000| 67,722,050 €

,.
5
2R

| Vo, Including Pseudagenes.
s from dbSNP release 155

Ultima sonda deletada no MLPA:
chrX 67723821 67723877

=i Tnoat
chiX: | 67,718,000] 67,718,500] 67,719,000] 67,718,500 67,720,000 67,720,500| 67,721,000] 67,721,500| 67,722.Q80| 67,722,500 67,723,000] 67,723,500| 67,724b00| 67,724,500 67,725,000 67,725,500] 67,726.00
GENCODE V41 (2 items filtered
e

Repealing Elements by RepeatMas)

Simple 1 1 ni 1 n
Low Complexity [ | |
Satellite
RNA
Other
Unknawn



ANEXO 5 - Critérios ACMG/AMP para classificacdo das variantes alélicas quanto a

patogenicidade.
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Critério muito forte para patogenicidade

PVS1 Variante nonsense, frameshift, em sitios de splice candnicos £1 ou 2, cdon de

iniciacdo ou delecdo de 1 ou varios exons (null variant) em um gene no qual
variantes com perda de fungéo (LoF) sdo mecanismos conhecidos de doenga

Critérios fortes para patogenicidade

PS1

PS2

PS3

PS4

Troca de aminodcido ja estabelecida como patogénica, independente da troca do
nucleotideo

Variante de novo em um paciente com doenga sem historia familiar (com
paternidade confirmada)

Presenca de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos que
suportem o efeito prejudicial no gene ou sua proteina

A prevaléncia da variante nos individuos afetados é significativamente maior
qguando comparada com a prevaléncia em controles

Critérios moderados para patogenicidade

PM1

PM2

PM3

PM4

PM5

PM6

Variante localizada em uma regido hotspot para mutac6es e/ou regido importante ja
estabelecida com um dominio funcional da proteina, sem variantes descritas

como benignas

Variante ausente nos bancos de dados populacionais (1000Genomes, EXAC) (ou
presente em frequéncia extremamente baixa, para 0S casos recessivos)

Variante detectada em trans com uma variante patogénica para as doencas
recessivas

Modificacdo no tamanho da proteina causada por delecdes ou insercdes in-frame
em regido ndo repetitiva ou por variantes que perdem o cédon de parada (tipo stop-
loss)

Nova variante missense em um aminoacido em que uma variante missense
diferente ja foi estabelecida como patogénica

Variante considerada de novo, sem confirmagdo da paternidade

Critérios fracos para patogenicidade

PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

Segregacdo da variante (em um gene conhecido como causador de doenga) com a
doenca em uma familia com varios membros afetados

Variante missense em um gene com uma baixa taxa de mutacdes missense

benignas e no qual esse tipo de variante é considerado um mecanismo comum de
doenca

Vérias ferramentas computacionais suportam a evidéncia de efeito deletério no
gene ou proteina (conservacao evolutiva, impacto no splicing etc)

O fen6tipo do paciente ou a historia da familia sdo bastante especificos de uma
doenga monogénica

Variante recém-publicada como patogénica, porém o laboratério ndo apresenta
condicdes de fazer um estudo funcional independente.

Critérios fracos para benignidade

BP1

Variante missense em um gene no qual variantes com perda de funcdo (LoF) sdo
mecanismos conhecidos de doenca



BP2

BP3

Variante detectada em trans com uma variante patogénica dominante com

penetrancia completa ou observada em cis com uma variante patogénica em
qualquer tipo de heranca

Delecdes ou insercdes in-frame em regido repetitiva sem fungdo conhecida
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(conclusédo) - Critérios do ACMG/AMP para classificagdo das variantes alélicas quanto a patogenicidade
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Critérios fracos para benignidade

BP4  Varias ferramentas computacionais sugerindo auséncia de efeito deletério no gene
ou proteina (conservacao evolutiva, impacto no splicing etc)

BP5 Variante encontrada em um caso com uma base molecular alternativa para doenca

BP6 Variante recém-publicada como benigna, porém o laboratério ndo apresenta
condigOes de fazer um estudo funcional independente.

BP7  Variante sinbnima cujas ferramentas de predigéo de splicing ndo predizem
impacto na sequéncia consenso de splice nem a criagdo de um novo sitio, e 0
nucleotideo ndo é conservado

Critérios fortes para benignidade

BS1 A frequéncia do alelo € maior que a esperada para a doenca

BS2 Variante para doenca recessiva (em homozigose), dominante (em heterozigose) ou
ligada ao X (hemizigose), com penetrancia completa e de inicio precoce,
observada em individuo adulto saudavel

BS3  Presenca de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos mostrando
auséncia de efeito prejudicial para a proteina ou splicing

BS4  Auséncia de segregacdo nos individuos afetados da familia

Critério benigno por si so

BAl1 Frequéncia alélica maior que 5% nos bancos de dados populacionais
(1000Genomes, EXAC)

Fonte: Adaptado de Richards e colaboradores, 2015 (61). PVS: critério muito forte para patogenicidade; PS:
critério forte para patogenicidade; PM: critério moderado para patogenicidade; PP: critério fraco para
patogenicidade; BP: critério fraco para benignidade; BS: critério forte para benignidade; BA: critério benigno
por si sO. Lof: perda de fungdo (de loss of function); 1000Genomes:1000Genomes Project; ExAC: Exome
Aggregation Consortium.



3 Classificacao

Combinacéao dos critérios

Variante

patogénica

Variante
provavelmente

patogénica

Variante benigna

Variante
provavelmente

benigna

(N
(a)
(b)
(©)
(d)
(1)
ab;
(a)
(b)
©

Q)
(1)
(r
(1v)
(V)
(Vi)

)
(1

Q)
(1

1 critério muito forte para patogenicidade (PVS1) e

> 1 critérios fortes para patogenicidade (PS1-PS4) ou

> 2 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) ou

1 critério moderado para patogenicidade (PM1-PM6) e 1 critério fraco para patogenicidade (PP1-PP5) ou

> 2 critérios fracos para patogenicidade (PP1-PP5) ou

> 2 critérios fortes para patogenicidade (PS1-PS4) ou

1 critério forte para patogenicidade (PS1-PS4) e

> 3 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) ou

2 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM®6) e > 2 critérios fracos para patogenicidade (PP1-PP5) ou
1 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) e > 4 critérios fracos para patogenicidade (PP1-PP5)

1 critério muito forte para patogenicidade (PVS1) e 1 critério moderado para patogenicidade (PM1-PM6) ou

1 critério forte para patogenicidade (PS1-PS4) e 1 ou 2 critérios moderado para patogenicidade (PM1-PM6) ou
1 critério forte para patogenicidade (PS1-PS4) e > 2 critérios fracos para patogenicidade (PP1-PP5) ou

> 3 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) ou

2 critérios moderados para patogenicidade (PM1-PM6) e > 2 critérios fracos para patogenicidade (PP1-PP5) ou
1 critério moderado para patogenicidade (PM1-PM6) e > 4 critérios fracos para patogenicidade (PP1-PP5)

1 critério benigno por si s6 (BA1) ou
> 2 critérios fortes para benignidade (BS1-BS4)

1 critério forte para benignidade (BS1-BS4) e 1 critério fraco para benignidade (BP1-BP7) ou
> 2 critérios fracos para benignidade (BP1-BP7)
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Variante de (I)  outra combinacéo de critérios ndo mencionada acima ou

L . (1 critérios para benignidade e patogenicidade contraditorios
significado incerto

Fonte: Adaptado de Richards e colaboradores, 2015 (61). PVS: critério muito forte para patogenicidade; PS: critério forte para patogenicidade; PM: critério moderado para
patogenicidade; PP: critério fraco para patogenicidade; BP: critério fraco para benignidade; BS: critério forte para benignidade; BA: critério benigno por si so.
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APENDICE 1- Técnica MLPA AR
Kit: PO74AR-100R
Dia 1 - Quantificar DNA
Desnaturacéo
Adicionar 5uL de DNA (50-100ng) e completar com H20
Desnaturar a amostra por 5 min a 98°C
Esfriar amostras a 25°C —
Hibridizacéo
Vortex MLPA buffer e MLPA probemix
Preparar mix para cada amostra
1,5uL MLPA buffer (yellow cap)
1,5uL MLPA pobemix (black cap)
Vortez
Add 3uL em cada amostra
Misturar pipetando (up and down)
Continuar no termociclador: incubagdo por 1 min a 95°C e 16-20h a 60°C
Dia 2
Vortex nos buffers
Preparar 0 mix para cada amostra
Adicionar 2,5 de H20
Adicionar 3uL de Buffer A
Adicionar 3uL de Buffer B
Adicionar 1uL de enzima ligase
Misturar pipetando gentilmente
Colocar no termociclador até 54°C, quando atingir a temperatura, adicionar 32uL de
ligase em cada tubo
Continuar no termociclador a 54°C por 15 minutos e a 98°C por 5 minutos, pausar a
20°C

PCR
Vortex SALSA PCR primers

Prepara¢do mix para cada reacao



7,5ul de H20

2uL SALSA PCR primer mix

0,5uL SALSA polymerase

Misture pipetando

Adicionar 10uL mix polimerase e misture

Termociclador

35 ciclos {95°C - 30 segundos
{60°C- 30 segundos
{72°C - 1 minuto
72°C - 20 minutos

15°C — o
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Abstract

Context: Despite high abundance of small indels in human genomes, their precise roles and underlying mechanisms of mutagenesis in
Mendelian disorders require further investigation.

Objective: To profile the distribution, functional implications, and mechanisms of small indels in the androgen receptor (AR) gene in individuals
with androgen insensitivity syndrome (AlS).

Methods: We conducted a systematic review of previously reported indels within the coding region of the AR gene, including 3 novel indels.
Distribution throughout the AR coding region was examined and compared with genomic population data. Additionally, we assessed their
impact on the AIS phenotype and investigated potential mechanisms driving their occurrence.

Results: A total of 82 indels in AIS were included. Notably, all frameshift indels exhibited complete AlS. The distribution of indels across the AR
gene showed a predominance in the N-terminal domain, most leading to frameshift mutations. Small deletions accounted for 59.7%. Most indels
occurred in nonrepetitive sequences, with 15.8% situated within triplet regions. Gene burden analysis demonstrated significant enrichment of
frameshift indels in AIS compared with controls (P < .00001), and deletions were overrepresented in AlS (P < .00001).

Conclusion: Our findings underscore a robust genotype-phenotype relationship regarding small indels in the AR gene in AlS, with a vast majority
presenting complete AIS. Triplet regions and homopolymeric runs emerged as prone loci for small indels within the AR. Most were frameshift
indels, with polymerase slippage potentially explaining half of AR indel occurrences. Complex frameshift indels exhibited association with
palindromic runs. These discoveries advance understanding of the genetic basis of AIS and shed light on potential mechanisms underlying
pathogenic small indel events.

Key Words: androgen receptor, androgen insensitivity syndrome, human genetics, disorders of sex development, sex development, differences in sex
development
Abbreviations: ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; AlS, androgen insensitivity syndrome; AMH, anti-Miillerian hormone; AR, androgen

receptor; CAIS, complete AIS; CCC, change in copy count; DSD, differences in sexual development; FS, frameshift; FSH, follicle-stimulating hormone; HGMD,
Human Gene Mutation Database; LH, luteinizing hormone; MAIS, mild AIS; NFS, non-frameshift; PAIS, partial AIS; PCR, polymerase chain reaction.

Indels, which are insertions or deletions of one or more nu-
cleotides in the DNA sequence (1), are abundant in human ge-
nomes, constituting 15% to 21% of human polymorphisms,
second only to single nucleotide polymorphisms (SNPs) (2).
These alterations can disrupt proteins through various mech-
anisms, such as modifying amino acid sequences and gene ex-
pression (2). Depending on their location within coding
regions, indels can result in frameshift (FS) or non-frameshift
(NFS) changes. NFS indels involve multiples of 3 base pairs,

leading to the insertion or deletion of one or more amino acids
while maintaining the remaining protein sequence unchanged.
In contrast, FS indels alter the reading frame from the site of
the indel, resulting in an aberrant protein sequence or a pre-
mature stop codon. Studies have demonstrated the role of in-
dels in causing Mendelian diseases (3, 4), with more than 4000
disease-causing in-frame indels reported, accounting for 2.2 %
of all mutations in the Human Gene Mutation Database
(HGMD) (3).
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Androgen insensitivity syndrome (AIS; OMIM 300068) rep-
resents the most common etiology of differences in sexual devel-
opment (DSD) among 46,XY individuals (5-7). The molecular
basis of AIS lies in allelic variants of the androgen receptor
gene (AR; OMIM 313700), located on the X chromosome
(8), making it an X-linked inherited disorder. AIS manifests as
3 distinct phenotypes: complete (CAIS) with typically female ex-
ternal genitalia, partial (PAIS) with partially virilized external
genitalia, and mild (MAIS) presenting with typical male external
genitalia but accompanied by male infertility and gynecomastia
(5). The literature describes more than 800 allelic variants in the
AR gene (6). However, the pathogenic role of small indels in the
genome requires further investigation due to certain challenges.
Next-generation sequencing (NGS) methods may introduce ar-
tifacts, complicating accurate mapping, and coding regions
have a low density of indels (9). Consequently, while evidence
grows regarding the role of indels in genome evolution, our
understanding of their involvement in genetic disorders remains
limited (10). In this study, we collected all small indels previously
reported in the AR gene among individuals with AIS, including 3
novel small indels found in 3 individuals with CAIS. Our objec-
tives were to construct the small indels profile in AIS by analyz-
ing their distribution throughout the AR coding region,
comparing them with genomic population data, and assessing
their impact on the AIS phenotype and their probable mutagen-
esis mechanisms.

Methods

This study presents a comprehensive systematic review focus-
ing on small indels in the AR gene associated with AIS. The
primary objective is to thoroughly investigate the presence
and functional implications of exonic small insertions and de-
letions (indels) occurring within the AR gene’s coding region
in individuals diagnosed with AIS. The study incorporates
an analysis of previously reported indels and introduces 3 nov-
el indels, aiming to assess their distribution within the AR cod-
ing region, compare them with genomic data from the general
population, and evaluate their potential impact on the AIS
phenotype and the underlying mutagenic mechanisms.

Inclusion criteria: This study encompasses all previously re-
ported indels occurring within the coding region of the AR
gene in individuals diagnosed with AIS. Included indels must
be classified as pathogenic or likely pathogenic, following
the American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) criteria. Additionally, variants of uncertain signifi-
cance were considered if they exhibited a classical AIS pheno-
type, demonstrated familial segregation, or were supported by
supplementary functional studies.

Exclusion criteria: Small indels reported without any clinic-
al evidence of AIS phenotype were excluded from the study.

Literature review: For the literature review, we performed a
comprehensive search on PubMed from its inception to April
15,2023, without any restrictions on language or geographic-
al regions, using the search terms “androgen receptor” AND
“androgen insensitivity syndrome” OR “disorders of sex de-
velopment” OR “DSD” for research articles.

Database review: For the database review, we conducted a
search for androgen receptor allelic variants in the HGMD
(https:/www.hgmd.cf.ac.uk/) and the androgen receptor mu-
tations database (http:/androgendb.mcgill.ca/) (8).

All small indels identified within the AR gene were sub-
jected to classification according to the ACMG standards,

which include 5 categories of pathogenicity: pathogenic, likely
pathogenic, variant of uncertain significance, likely benign,
and benign (11).

Population data were drawn from 2 public genomic databases:
the Genome Aggregation Database (gnomAD, https:/gnomad.
broadinstitute.org) and the Androgen Receptor Database
(https:/abraom.ib.usp.br) (8). To predict the pathogenicity of
smallindels in the AR gene, various computational tools were uti-
lized, including PolyPhen2, SIFT, REVEL, MetaLR, MetaRNN,
MetaSVM, Mutation Assessor, Mutation Taster, FATHMM,
FATHMM-MKL, LRT, M-CAP, and DAAN (https:/franklin.
genoox.com/clinical-db/home). To ensure consistent variant
description, the mutalyzer web tool (https:/mutalyzer.nl/) was
applied.

In-depth analysis of the genomic context of these indels was
conducted, involving repetitive sequences, homopolymers,
and trinucleotide repeats. Indels related to the polymerase
slippage mechanism were classified as “change in copy count”
(CCC) indels, reflecting expansion or contraction of the adja-
cent reference base or bases. The proportion of indels likely
formed through polymerase slippage events was estimated
by categorizing each indel as either CCC or non-CCC (12, 13).

For population data analysis, the Genome Aggregation
Database (gnomAD) served as a comprehensive resource for
studying variants impacting the AR gene. To provide add-
itional genetic evidence of the association between small in-
dels in the AR gene and the androgen insensitivity syndrome
phenotype, rare small indels across the entire gene were com-
pared between AIS cases and the gnomAD public database (as
controls) using the Fisher exact test.

Furthermore, an enrichment analysis of frameshift (FS) in-
dels was conducted in both the AR and gnomAD databases.
Additionally, the occurrence and frequency of small insertions
and deletions, as well as short coding indels spanning 1 to 3
nucleotides, were examined in both datasets. Statistical signifi-
cance was defined at a P value of less than .05.

For the 3 novel cases of small indels in the AR gene, karyo-
typing analysis using G-banding was performed on at least 30
peripheral blood lymphocytes to obtain the karyotype.
Genomic DNA was extracted from peripheral blood leuko-
cytes using the proteinase K-SDS salting-out method (14).
The entire coding region and the 5’ UTR region of the AR
gene was polymerase chain reaction (PCR)-amplified using
specific primers, as previously reported (15). Additionally,
the SRD5SA2 gene was sequenced by exon-specific PCR in all
3 cases. For SRD5A2 sequencing, exons 1 to 5 of the
SRDSA2 gene were amplified by PCR using pairs of specific
primers for each exon, as previously described (16, 17).

Weritten informed consent for the genetic and laboratory
study was obtained from patients or their relatives. This study
was approved by the local ethical committee (under the num-
ber CAAE: 66367717.6.0000.0068).

Results

We identified 3 novel indels in patients with CAIS (Table 1).

Subject 1:

The first patient came to our attention at the age of 2 years
after undergoing bilateral gonadectomy during the correction
of a bilateral inguinal hernia. The external genitalia exhibited
female-like characteristics. Histological examination of both
testes revealed hypotrophic testis with atrophic Wolff deriva-
tives. Hormonal analysis performed before gonadectomy,
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Table 1. Identification of novel small indels within the androgen receptor gene in 3 individuals with complete androgen insensitivity syndrome

Subjects AR c.DNA AR protein Frame ACMG criteria
exon 1 c.431_452dellinsAAA p-Gly144Glufs*25 FS Pathogenic/PVS1
exon 1 c.228_229insTAG p-GIn77% NES Pathogenic/PVS1

3 exon 1 c.1314_1315delCT p-Phe439His* 62 FS Pathogenic/PVS1

following a 72-hour hCG stimulus, indicated high testoster-
one levels of 37 ng/dL, along with an anti-Miillerian hormone
(AMH) level of 236 ng/mL. The karyotype was determined to
be 46,XY, and AR sequencing showed a small indel
(c.431_452dellinsAAA) in exon 1 of the AR gene (Table 1).
Transabdominal ultrasound revealed the absence of the ute-
rus. Notably, the AR analysis of her mother (46,XX) revealed
the same indel in the AR gene in heterozygosity.

Subject 2:

The second patient came to our observation at the age of 16
years for an investigation of primary amenorrhea. She was re-
ferred to our service by her aunt, who had been diagnosed
with CAIS during a primary amenorrhea investigation.
Chromosome analysis confirmed a 46,XY karyotype. The pa-
tient displayed female-like external genitalia, feminine adipose
tissue body distribution, typically developed breasts (Tanner
stage 5, bilateral), and minimal axillary and pubic hair.
Hormonal analysis revealed elevated LH (30.6 UI/L) and
testosterone (743 ng/dL) levels, alongside normal follicle-
stimulating hormone (FSH) levels (2.6 IU/L) and AMH levels
of 172.5 ng/mL. Transabdominal ultrasound and pelvic nu-
clear magnetic resonance did not identify uterus or Miillerian
derivates. AR exonic sequencing identified a short indel
(c.387_388delGA) in exon 1 of the AR gene (Table 1).

Subject 3:

The third patient came to our observation at the age of 2
years after bilateral inguinal hernia was detected at 2 months
of age. Transabdominal ultrasound revealed the absence of
the uterus and the presence of bilateral gonads in the inguinal
region. Chromosome analysis confirmed a 46,XY karyotype.
Hormonal study showed elevated LH (16 IU/L) and testoster-
one levels (725 ng/dL), along with normal FSH levels (5 TU/L).
AR sequencing revealed a short indel (c.1314_1315delCT) in
exon 1 of the AR gene (Table 1). Similar to Subject 1, the AR
analysis of her mother (46,XX) showed the same indel in the
AR gene in heterozygosity.

Importantly, no allelic variants were identified in the
SRDSA2 gene in any of the described cases.

AR Indels in AIS

We included a total of 82 distinct indels (Fig. 1), including the
3 novel ones, in the AR gene reported among individuals with
AIS, and the details are presented in Table 2. Most of these
cases (n =78; 95.1%) exhibited CAIS phenotype, while the re-
maining 4 cases were associated with MAIS. The indel
c.2074_2076del was reported in 2 individuals from the
same family, with one presenting PAIS and the other CAIS.
The distribution of small indels across the AR gene showed
a predominance in the N-terminal domain (n=435; 54.9%),
followed by the ligand-binding domain (LBD) (n=28;
34.1%), DNA-binding domain (DBD) (n=8; 9.7%), and
Hinge region (n = 1). The majority of these indels were frame-
shift mutations (n=64; 79%), with small deletions being

more prevalent (n=49; 59.7%) than small insertions
(n=29; 35.3%) and complex frameshift indels (n=4;
4.8%). Most of the indels were short, involving fewer than
10 base pairs (n=81=98.8%), with an average of 2 to 4 de-
leted or inserted nucleotides. These indels were primarily
found in nonrepetitive sequences (n=68; 82.9%), while 13
were identified within triplet regions (15.8%), and 7 were lo-
cated in homopolymers runs (8.5%).

Thirty-nine (47.5%) were CCC indels regarding the change
in copy counting. Indels reported in MAIS were all located at
tandem repeats, while all at nonrepetitive sequences caused
CAIS.

In the comparative gene burden analysis, we analyzed a to-
tal of 79 and 118 indels reported in the AR gene and gnomAD
database (consisting of 46,XY individuals as controls), re-
spectively. Frameshift (FS) indels showed a significant enrich-
ment in AIS individuals (63/79, 79.9%) compared with the
male control population from gnomAD (14/118, 11.9%)
(P <.00001). Additionally, deletions were significantly over-
represented in AIS (64/79, 81%) compared with male controls
(36/118, 30.5%) (P <.00001). In the context of short coding
indels spanning 1 to 3 nucleotides, we observed a notable en-
richment in individuals with AIS (61/79, 77.2%) relative to
46,XY controls (40/118,33.9%) (P <.00001). These findings
emphasize the association between specific types of indels and
the development of AIS, providing valuable insights into the
genetic basis of this condition.

Discussion

Indels are defined as additions or deletions of one or more nu-
cleotides within a DNA sequence (1). Typically, small indels
refer to insertions or deletions that are shorter than 50 base
pairs, while longer indels are categorized as structural var-
iants. In the realm of human genomes, indels are highly preva-
lent, constituting approximately 15% to 21% of human
polymorphisms, second only to single nucleotide polymor-
phisms (2).

The significance of short insertion and deletion polymor-
phisms in shaping human genetic diversity and influencing
various human phenotypes has been increasingly acknowl-
edged (58, 59). Beyond their contribution to genetic variations
in healthy populations, deleterious indels have been increas-
ingly implicated in the pathogenesis of numerous genetic dis-
orders, affecting both coding and noncoding regions (60, 61).
A classic example of such a deleterious indel is observed
in cystic fibrosis, a genetic condition caused by a 3-base-pair
deletion within the CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) gene (62).

In AIS, indels represent the second most prevalent type of
genetic variants identified in the AR gene (5, 63).
Tyutyusheva et al reported on 66 CAIS cases and compared
the types of genetic variants identified with 2 genomic data-
bases (64). Insertions and deletions were found to be the
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p.Leu7Trpfs*27 p.GIn86dup p.Thr344Cysfs*134 | P.Cys563dup p.Val686Argfs*104  p.Val786del
p.Pro15Alafs*70  p.GIn86del p.Ser346Glyfs*148 | P-Cys580* p.Asn693del p-Ser783Argfs*46
p.Pro39del p.Thr105Hisfs*8  p.Tyr348GInfs*153 | P-PheS84del p-Leu701Cysfs*88  p.Arg789Lysfs*41
p.Arg40Glyfs*135  p.Thr105GInfs*70 p.Tyr348Thrfs*131 p.Asn600Metfs*26 p.Leu708Argfs*81 p.GIn793Argfs*36
p.Pro42GInfs*133  p.Glu124Glyfs*34 p.Arg362Ser*140 p.Arg609Lysfs*12 p.GIn712Argfs*77  p.GIn803Argfs*6
p.Ala48_Pro50del  p.Glu128Argfs*47 p.Pro379_Pro381dup| P-Asn611llefs*15 p.Ala722Profs*67 p.Phe827Hisfs*8
p.Ser53_Leu55dup p.Gly130Valfs*45 p.Gly464Argfs*37 | P-Arg616del p.Leu723Cysfs*66  p.Asn834del
p.Leu55Profs*29  p.Gly168Alafs*7  p.Gly466Glu*14 p.Gly725Alafs*64 p-Asn849Lysfs*32
p.Leu57dup p.Glu204llefs*32  p.Glud74Gly*27 p.Pro767Leufs*22  p.Arg855Thrfs*25
p.Glyn61Alafs*23  p.Gly228Alafs*30 p.GIn488Argfs*22 p.Asp768llefs*21 p.Tyr858*
p.GIn65* p-Ala217Glyfs*18  p.Val502Argfs*34 p.Met887Argfs*2 p.Leu881Serfs*80
p.GIn76Arg*99 p.lys222Argfs*5  p.Ser530Argfs*23 p.Phe771* p-Met896del
p.GluB1Argfs*3 p.Lys241* p.Phe439Hisfs*62 \P-Glu773Thrfs*15  p.Lys906Argfs*38 )
p-Thr82Profs*10 p-Asp266Glyfs*39 p.GIn77Term
p.GIn87Alafs*7 p.Asp266Valfs*30 p.Gly144Glufs*25 (p_Asn537|:efs*2|

Figure 1. Indel distribution in the androgen receptor gene among individuals with androgen insensitivity syndrome (AIS) across AR domains.

second most common type of genetic variants, which was con-
sistent with observations from other analyzed international
databases (8).

Regarding the genotype-phenotype relationship of indels in
the AR gene, the majority of cases (95.1%) exhibited the CAIS
phenotype. Notably, all exonic frameshift (FS) indels identi-
fied in individuals with AIS resulted in CAIS. This observation
is intriguing since AIS has traditionally been considered to
lack a strong genotype-phenotype correlation (5, 65, 66).
The significance of understanding the genotype-phenotype re-
lationship in AIS is highlighted by the potential for genetic
confirmation of diagnosis, enabling more accurate prognosti-
cation and facilitating sex assignment for 46,XY individuals
with AIS, particularly those with PAIS. Moreover, this knowl-
edge aids in providing genetic counseling for carrier females
(22).

Furthermore, insights into the phenotypic expression of
specific AR mutations can be utilized to construct maps of
functional domains within the AR. It is noteworthy that cer-
tain AR allelic variants in the AR mutation database can
lead to more than one AIS phenotype, including most nonsy-
nonymous allelic variants. The reasons behind this remain
unclear, but somatic mosaicism may play a role in this phe-
nomenon (22). However, somatic mosaicism in the AR gene
among individuals with AIS has been rarely reported, with
only 14 cases reported thus far (51, 67). Nevertheless, our re-
sults suggest a well-defined genotype-phenotype relationship
concerning FS indels in the AR gene, as all identified cases
led to the complete phenotype.

We identified individuals with MAIS who carried small in-
dels in the AR gene. All 4 cases presented indels within tandem
repeats (26, 30, 68). Specifically, in 2 cases, the small indels oc-
curred in a stretch of 4 leucines immediately preceding the AR
CAG repeat within exon 1 (68). The AR mRNA sequence en-
coding these 4 leucines complements the AR mRNA sequence
encoding the CAG repeat, forming a stable ribonucleic acid
stem structure. Interestingly, one of these leucine insertions
(g.1283_1284insAGTTTGCTG) was shown to alter the sec-
ondary structure of the AR protein (68). Further evidence sup-
porting the pathogenic role of this AR poly-leucine stretch
comes from a nonsynonymous AR allelic variant that changes

a Gln to Leu (c.173A>T; p.GIn58Leu), adding an extra leu-
cine to the 4-leucine stretch and causing male infertility in 2
unrelated Finnish men (69). However, in all cases of individu-
als with MAIS and small indels in the AR, the indels are
non-frameshift (NFS) indels. These reports suggest that small
indels at tandem repeats within the AR gene can lead to either
complete or mild AIS. Still, the final phenotype appears to be
better defined by whether the small indel is frameshift (FS) or
non-frameshift (NFS) rather than by the location of the indels
at tandem repeats.

Regarding the frequency of FS vs NFS indels, there are
slightly more FS indels than NFS indels in the human gen-
ome (2). However, within coding regions, the distribution
of indels is strongly enriched for NFS indels (2). This obser-
vation is likely because FS indels often result in a nonsense
protein that can be subjected to nonsense-mediated mRNA
decay (70). Consequently, FS indels, especially those occur-
ring in coding regions, are under intense scrutiny by genome
integrity surveillance mechanisms. Intriguingly, around
80% of indels among individuals with AIS are FS indels, in-
dicating that these indels might evade certain DNA repair
mechanisms.

While both CAIS and MALIS cases can harbor small indels,
they are rare in cases of PAIS. We identified only one small
AR indel (¢.2074_2076del) in an individual with PAIS within
a family of 3 individuals with AIS (Table 2). Intriguingly, the
other 2 family members had CAIS (Prader stage 0), demon-
strating phenotypic variation in AIS cases even in the presence
of AR indels (22).

Our investigation revealed that the majority of small indels
within the AR coding region among individuals with AIS
were FS indels. In coding regions, indels can result in either
FS or NFS variants. NFS indels involve the insertion or dele-
tion of a multiple of 3 base pairs, which maintains the re-
maining protein sequence unchanged. Conversely, FS indels
change the reading frame from the site of insertion or dele-
tion, leading to anomalous protein sequences or premature
termination (71).

In the comparative gene burden analysis, we observed a sig-
nificant enrichment of small indels, particularly FS indels,
among individuals with AIS. Additionally, our investigation
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revealed a notable overrepresentation of deletions in individu-
als with AIS, suggesting that small deletions may be more com-
monly associated with pathogenicity compared to small
insertions. Furthermore, we noticed a remarkable enrichment
of short coding indels spanning 1 to 3 nucleotides in individ-
uals with AIS, indicating that most pathogenic indels in the
AR gene are caused by small variations. The prevalence of
small indels affecting the AR gene in individuals with AIS, par-
ticularly those ranging from 1 to 3 nucleotides, is noteworthy
and implies potential functional implications.

Coding small indels exhibit an enrichment at the N or C ter-
minal regions in the human genome (64). In the context of
AIS, we also observed a similar pattern, as most short indels
are located at the N-terminal domain (NTD) and ligand-
binding domain (LBD), with a particular preponderance at
the NTD domain. This preponderance may be attributed to
the fact that the NTD contains 2 long trinucleotide repeats
(poly-Q and poly-G tracts).

Trinucleotide repeats are sequences of 3 nucleotides that are
found in varying copy numbers throughout the human gen-
ome (72). Like other repetitive regions in the genome, trinu-
cleotide repeats are prone to slippage events (73). Given that
slippage has been implicated in the generation of indels, trinu-
cleotide repeats within exonic regions may represent hotspots
for indel formation. In the AR gene, 2 well-known poly-
morphic trinucleotide repeats exist. The first one is the CAG
repeat (poly-Q tract) located within exon 1 (spanning from
amino acid 57 to 80; NM_000044.6), and the second one is
the CCG repeat (poly-G tract) also within exon 1 (spanning
from amino acid 451 to 473). The AR gene has a predicted
individual mutation rate exceeding 107-5 per generation,
making it an excellent gene for analyzing mutational patterns
across generations. Based on this, Montgomery et al identi-
fied that long trinucleotide repeats within the AR coding re-
gion are hotspots for small indels in a healthy population,
explaining the polymorphic nature of these poly-repeats in
humans (12).

However, intriguingly, we found that only 15.8% of the
pathogenic small indels in AIS were within the AR poly-
repeats (Fig. 2; D). This suggests that the hotspots for indels
within the AR gene observed in the healthy general population
do not fully represent the mechanisms underlying the patho-
genic indels identified in individuals with AIS.

In addition to the classical poly-Q and poly-G tracts, the AR
gene contains 2 other fixed trinucleotide repeats, a second
poly-glutamine stretch (amino acids 86 to 91) and a stretch
of 8 proline residues (amino acids 374 to 381). Although
smaller in size, these 2 poly-repeats have not been extensively
studied for their individual roles in androgen receptor activity.
However, our analysis revealed the presence of 3 AR small in-
dels within the poly-proline region and 6 within the second
poly-glutamine stretch. While trinucleotide repeat regions
do represent risk loci for small indel occurrences, they contrib-
ute to only a limited proportion of the indels observed in AIS.
Nevertheless, the risk of pathogenic indel events within these
poly-repeats appears to be independent of their size.
Additionally, these small poly-repeats may exert a more sig-
nificant influence on the androgen receptor’s activity beyond
their role in the receptor’s amino acid sequence. Given the
prevalence of triplet repeat poly-repeats in various human
genes, understanding the potential impact of these small
poly-repeats could be crucial in comprehending the patho-
genicity of variants identified in these regions and advancing

our understanding of mutagenesis mechanisms linked to
small indels.

Regarding the mechanism of mutagenesis, polymerase slip-
page has emerged as the predominant force driving short indel
generation in the genome (12, 74). This phenomenon occurs
during replication and typically results in the contraction or
expansion of tandem repeat regions. In the human genome,
polymerase slippage explains approximately 75% of events
in repetitive hotspot regions and around 50% of indels in non-
hotspot areas (19). Notably, about 45% of indels are concen-
trated in only about 4% of the genome and can largely be
attributed to polymerase slippage (75). Sequences prone to
polymerase slippage, such as tandem repeat regions and ho-
mopolymeric runs, harbor around 70% of indels (12).

Since polymerase slippage frequently occurs in repetitive se-
quences, CCC events are likely to be caused by this mechan-
ism. In our analysis, we classified each indel event as either
CCC or non-CCC events to estimate the proportion of indels
in the coding region of the AR gene. Interestingly, we found
that only 52% of the AR small indels are non-CCC events,
suggesting that other molecular mechanisms may play a role
in the generation of these small indels. While these mecha-
nisms are still largely unknown, disturbances in DNA cleav-
age might be involved in indel generation, as DNA cleavage
intensities close to the start and end points of small indels
were significantly lower than in other genomic regions.
Further research is warranted to elucidate these molecular
mechanisms and their contribution to pathogenic small indel
events in the AR gene.

In their search for a genomic consensus sequence prone to
indel generation, Krawczak and Cooper identified a 6-bp con-
sensus sequence (TG A/G A/G G/T A/C) that frequently occurs
at sites of germline deletions in several genetic disorders (76).
This consensus sequence has also been identified as a hotspot
for indels in the TP53 gene within the codons 173-175 (77).
To determine if pathogenic small indels in the AR gene occur
within this consensus sequence, we analyzed the genomic con-
text of each AR indel and compared the nucleotide context
with the consensus sequence. We identified 3 small indels
within the consensus sequence (c.2317_2321del, ¢.2356_
2357del, and c.2478_2479ins). In total, indels at this
consensus sequence comprised 3.65% of all AR indels, which
is similar to the frequency of indels at this consensus sequence
in the TP53 gene.

Homopolymers or homocopolymers are runs of purines or
pyrimidines (eg, AAAAAA, CCTTCC, AAAGGG) (77). These
regions have been reported as hotspot regions for indels (75).
For instance, in the TP53 gene, homopolymer runs of 4 or
more nucleotides are sites for indels, suggesting that homopol-
ymer runs are risk regions for indel events, even within coding
areas (78). In the AR gene, 7 indels occur at homopolymer or
homocopolymer runs, including the novel ¢.1314_1315delCT
(subject 3). In total, indels at these runs comprise 8.5% of the
small indels in the AR gene, further supporting the idea that
these runs are prone regions for exonic small indel
occurrences.

Complex indels involve a combination of deletion and in-
sertion (and sometimes a base substitution) all at once (79).
Due to the lack of effective tools for mapping and detecting
complex indels with short sequence reads, they have been
somewhat neglected since the introduction of next-generation
sequencing. Therefore, the frequency, phenotypic features,
and mechanisms of mutagenesis of these indels are largely
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Figure 2. The comprehensive landscape of indels within the androgen receptor gene in androgen insensitivity syndrome (AIS). A) The frequency of
non-frameshift (NFS) indels (n=18; 21%) and frameshift (FS) indels (n=79; 79%). B) Indel locations—non-CCC region (n =43, 52%) and CCC region
(n=239, 48%). C) AIS phenotypes—complete androgen insensitivity syndrome (CAIS) (n = 78; 95%) and mild androgen insensitivity syndrome (MAIS)
(n=4, 5%). D) Exonic features of indels—triplet sequences (n=13; 16%), homopolymer runs (n=7; 8.5%), and nonrepetitive sequences (n =62,
70.5%). E) Indel nature—insertions (n=29; 35%), Deletions (n=49, 60%), and complex indels (n=4, 5%). F) Indels distribution—N-terminal
domain (NTD) (n =45, 55%), Ligand-binding domain (LBD) (n =28, 34%), Hinge region (n = 1), and DNA-binding domain (DBD) (n =8, 10%).

unknown (80). Complex frameshift variants are attributed to
palindromic or quasi-palindromic loops, which function as
double-stranded DNA (81). Alternatively, complex frameshift
indels can occur at sites of tandem repeats (77). In this study,
we present a new case of complex frameshift variants in the
AR (c.431_452dellinsAAA - case 1). Upon examination of
all complex frameshift indels in the AR, we identified 4 other
occurrences of such variants among individuals with AIS
(n=35; 6%). Only one complex frameshift indel (c.157_
165dup) (68) was found at tandem repeats, while the remaining
4 were located at palindromic runs, suggesting that these runs
are prone to complex indels. Further research is needed to better
understand the significance and underlying mechanisms of
complex indels in the context of genetic disorders such as AIS.

In conclusion, our study reveals a robust genotype-
phenotype relationship concerning small indels in the AR
gene and AIS, with the vast majority of cases presenting
with CAIS. Trinucleotide repeat regions and homopolymers
or homocopolymers in the AR gene represent risk loci for
small indel occurrences in individuals with AIS, although
they contribute to only a limited proportion of the observed
indels. Predominantly, small indels in the AR coding region
among AlS involve FS indels, consistent with the general en-
richment of FS indels in AR coding regions throughout the hu-
man genome. While polymerase slippage may explain
approximately half of the AR indels’ occurrence, our findings
suggest that other molecular mechanisms may also play a role
in their generation. Complex frameshift indels in the AR gene
are rare but tend to be associated with palindromic runs.
These insights contribute to our understanding of the genetic
basis of AIS and shed light on potential mechanisms under-
lying small indel events in the AR gene. Overall, our study
underscores the genetic and molecular complexity of this

condition and provides valuable information for further AR
research.
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