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RESUMO

Sindrome de Insensibilidade Androgénica (AIS) é uma doenga causada por mutagdes no gene do
receptor androgénico (AR) ou em coativadores do AR. A apresentagdo clinica varia desde um fenétipo
totalmente masculino até tipicamente feminino com amenorréia primdria e pilificagdo escassa, o tltimo
fendtipo é caracterizado como AIS completa (CAIS). OBJETIVOS: O objetivo deste estudo foi
identificar a mutagdo do AR em individuos com CAIS ¢ portadores da mesma familia e avaliar alguns
fatores que ainda sdo questdes de debate: presen¢a de pequena quantidade de pélos em pacientes com
CAIS, época da gonadectomia, método de ampliagdo vaginal (vaginoplastia cinirgica ou dilatacdo
mecanica) e comportamento sexual. PACIENTES E METODOS: A partir do caso indice foi realizada
analise do heredograma que identificou todos os familiares. As pacientes com CAIS foram
diagnosticadas através de dados clinicos e laboratoriais. Segiienciamento direto de DNA, combinado
com ensaio de PCR alelo-especifica, identificou-se a mutagdo do AR. Analises do comportamento sexual
foram realizadas a partir de entrevistas com pacientes adultas. RESULTADOS: Dezenove pacientes com
CAIS foram identificadas, incluindo 3 pacientes falecidas ¢ 14 carreadoras, distribuidas em 4 geragoes.
Inicialmente algumas pacientes com CAIS se apresentavam com amenorréia e pilificagdo sexual
secunddria ausente ou escassa. Analises subseqiientes revelaram altos niveis de testosterona e cariétipo
46, XY. Dez das 16 pacientes vivas foram totalmente investigadas, trés (3/16) nio completaram este
estudo e 3 (3/16) se recusaram a qualquer participagio e foram consideradas como portadoras de CAIS
com base em relatos de seus parentes de primeiro grau. Usando o ensaio de PCR alelo-especifico, 13
(13/19) pacientes com CAIS e 11 (11/14) mulheres carreadoras foram positivas para a mutagdo CS576F
entre 89 individuos testados. Esta mutagdo substitui guanina por timina no nucleotideo 2089, localizado
no éxon 2. As pacientes com CAIS, apresentavam achados similares, tais como genitdlia externa
feminina, amenorréia, ginecomastia ¢ auséncia de pilificagdo sexual secundaria. Trés das pacientes
adultas examinadas (3/8) exibiam pilifica¢iio pubiana escassa (Tanner P2) ao invés de auséncia completa
de pélos. A gonadectomia foi realizada apés a puberdade em 7 pacientes (7/10), sendo encontrados 3
hamartomas e 2 seminomas. Uma das pacientes com seminoma possuia um hamartoma contra-lateral, e
a outra possuia o testiculo contra-lateral normal que foi extirpado 20 anos apés a retirada do seminoma.
As duas criangas aguardam a cirurgia de remog¢do da gonada, e uma das pacientes adultas estd
providenciando a sua gonadectomia. Duas pacientes optaram por vaginoplastia € 5, por dilata¢do vaginal
mecanica. O tratamento nido cinirgico obteve sucesso em atingir um tamanho razoavelmente esperado
da vagina em 4 de 5 pacientes apos um periodo de 2 a 4 anos. A analise do comportamento sexual
demonstrou que todas as pacientes com CAIS s3o completamente femininas, embora houvesse o
estigma de possuir uma doenga intersexual. CONCLUSOES: Neste estudo estd o maior numero de
pacientes com CAIS, ja relatado, numa mesma familia. (1) A mutagio encontrada, C576F, ¢ responsavel
por todos os casos de CAIS na familia estudada; (2) alguns individuos apresentam, uma varnagio
fenotipica, pilifica¢do pubiana esparsa, sugerindo que um mecanismo independente de androgénios pode
influenciar o crescimento dos pélos; (3) tumores em gbnadas foram observados apenas em pacientes
adultas, sugerindo que a gonadectomia pode ser adiada para o periodo pos-puberal; (4) a dilatagio
vaginal mecanica foi preferida quando comparada com a vaginoplastia cirurgica; e (5) o comportamento
sexual foi completamente feminino, o que € consistente com a idéia de que a falta compieta da agido
androgénica induz a feminizagdo de individuos XY com CAIS.



SUMMARY

Androgen insensitivity syndrome (AIS) is a disorder whose origins lie in the androgen receptor (AR) or
in coactivators of AR. Clinical presentation of AIS ranges from a typically male phenotype to a typically
female phenotype with primary amenorrhea and lack of pubic and axillary hair; the latter phenotype is
categorized as complete AIS (CAIS).OBJECTIVE: The goals of this study were to identify the AR
mutation in CAIS individuals and carriers of the same kindred and evaluate some features that are still a
matter of debate: presence of small amount of pubic hair in CAIS patients, the best age for gonadectomy,
vaginal enlargement (based on surgical vaginoplasty or dilation therapy) and sex behavior. SUBJECTS
and METHODS: Analysis of the index cases pedigree allowed identification of all family members.
Affected members with CAIS were identified based on clinical and laboratory data. Direct DNA
sequencing combined with a rapid and reliable allele-specific PCR assay were employed to identify the
underlying mutation in the AR gene of all consenting family members through all generations. Sex
behavior analysis was based on interyiews with each adult patient or parents of children. RESULTS:
Analysis of the pedigree revealed 19 affected individuals, including 3 deceased patients and 14 carriers.
All patients were phenotypically female and distributed throughout four generations and most of the
adult patients initially presented with amenorrhea and lack of secondary sexual hair. Subsequent
analyses revealed high testosterone levels and a male karyotype. Ten of the 16 alive patients were fully
investigated. 3/16 did not complete this investigation and the remaining 3/16 individuals refused any
participation and they were considered as CAIS based on reports from their first-degree relatives. Using
an allele-specific PCR method, 13/19 CAIS patients and 11/14 carries women were found positive
among 89 tested individuals for a G to T transition at nucleotide 2089, in exon 2 of the AR gene,
resulting in CYS 576 PHE. All individuals presented similar findings, such as female external genitalia,
female sex behavior, amenorrhea, gynecomastia and absence of facial hair. Three of the patients
exhibited sparse (Tanner P2) rather than complete absence of pubic hair. Three hamartomas and 2
seminomas were found in 7 gonadectomizaded patients. One of the patients with a seminoma had a
contralateral harmatoma while the patient with the second seminoma had a normal testis, which was
removed during this investigation, 20 years after the seminoma removal. Two individuals elected to have
plastic surgery to enlarge the vaginal cavity and 5 had opted for chronic mechanical vaginal diiation.
Dilation therapy was successful in reaching the minimal expected size of vagina in 4 of 5 cases. Analysis
of sex behavior revealed it to be genuinely feminine in all examined patients, despite stigmatization for
having an intersex disorder, sometimes requiring long-term psychological support. CONCLUSIONS:
We have presented the highest number of CAIS individuals in the same kindred found in the literature
and the most important features were: (1) the C576F mutation is responsible for all cases of CAIS; (2)
some of the individuals presented at least one different phenotype, sparse pubic hair, suggesting that, a
yet unknown androgen-independent mechanism seems to influence hair growth; (3) tumors in gonads
were found only among adult patients and had a frequency that was similar to those of previous studies,
suggesting that gonadectomy may be postponed to the end of puberty; (4) vaginal dilation was the
preferable therapy compared to surgical vaginoplasty; and (5) sex behavior was entirely feminine which
is consistent with the idea that complete lack of androgen effect causes feminization of XY individuals.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome de Insensibilidade Androgénica (AIS) ¢ uma doenga recessiva
ligada ao cromossomo X. Os individuos 46,XY afetados apresentam resisténcia parcial
ou completa aos androgénios (QUIGLEY et al., 1995; NITSCHE & HIORT, 2000). A
insensibilidade androgénica ¢ decorrente de mutagdes do gene do receptor
androgénico (AR) ou do coativador do AR (ADACHI et al, 2000). Apds a
identificagdo AR, localizado em Xqll-12, mais de 300 mutagdes foram descritas

(GOTTLIEB, 2002, http://ww2.mcgill.ca/androgendb/AR23C.pdf).

A apresentacdo clinica da AIS varia desde um fenotipo completamente
masculino, fértil (CHU et al., 2002) com diminui¢do da pilificagao corporal, oligospermia
e/ou infertilidade (HIORT er al., 2000) at¢ um fendtipo feminino, com genitalia externa
feminina, auséncia de pilificagdo pubiana e axilar, amenorréia primaria e desenvolvimento
mamario normal. O tltimo fendtipo é caracterizado como AIS completa (CAIS). O recém-
nascido, com CAIS, tem uma genitalia externa feminina, apesar da presenca de testiculos e
de concentragdes séricas de androgénios normais ou elevadas, mesmo para um recém-nato
com caridtipo 46,XY. Internamente, ndo ha ttero devido a secregdo da Substancia Inibidora
de Miiller (MIS) pelo testiculo fetal, e a vagina ¢ curta. Em mulheres com CAIS, o
diagnostico ¢ suspeitado pela presenca de hémia inguinal, ou, massas inguinais e, em alguns
casos, por tumores gonadais, devido a retengdo das gonadas (COLLINS et al, 1993;
QUIGLEY et al., 1995; CHEN et al., 1999; WYSOCKA et al., 1999).

O risco de malignizacdo das gbnadas € maior que 30% aos 50 anos de vida
(LEVIN, 2000). Uma decisao que ndo € unanime, defende a idéia de que a paciente deve
manter a gonada até a puberdade para se beneficiar da produgdo hormonal e apresentar um
processo de feminizagdo natural a partir do estrégeno derivado da testosterona (QUIGLEY
et al., 1995; LEVIN, 2000). O achado de carcinoma “in situ” em gonadas de pacientes pré-
puberes com AIS (CASSIO et al., 1990; DIECKMANN & SKAKKEBAEK, 1999) levou
a questionamentos sobre a methor idade para gonadectomia, sendo que, em alguns centros

este procedimento ¢é realizado no periodo pré-puberal (AHMED et al., 2000).


http://ww2.mcgill.ca/androgendb/AR23C.pdf

2

Um fendtipo completamente masculino, com diminui¢do da pilificagdo
corporal, oligospermia e/ou infertilidade ¢ denominado como AIS moderada (MAIS)
(GOTTLIEB, 1999). Fendtipos intermedidrios com ambigiiidade genital so
caracterizados como AIS parcial (PAIS). A heterogeneidade dos sintomas esta
relacionada com o tipo do defeito molecular no gene do RA (AHMED et al., 2000).
Entretanto a mesma mutagdo numa familia com PAIS pode causar fenétipos
diferentes, sugerindo que fatores adicionais podem modificar o efeito do 4R mutante
(NITSCHE & HIORT, 2000). Variagdo fenotipica em familias com CAIS ¢é muito rara
(BOEHMER et al., 2001). RODIEN e colaboradores (1996) descreveram a tunica
familia portadora da mesma mutagdo do AR, com individuos com CAIS e PAIS,
posteriormente se verificou que isto ocorria devido a diferengas encontradas no
dominio de transativagdo do AR (KNOKE et al., 1999).

Na AIS que resulta de redugdo da afinidade de ligagdo hormonal, o aumento
nas concentragdes de testosterona exdgena pode exercer efeitos variaveis sobre os
tecidos alvo. Em outros casos, o defeito molecular estd num ldcus que ndo permite a
atividade do AR (ONG et al., 1999).

A determinagdo do sexo de criag@o nos estados intersexuais ¢ geralmente
baseada na aparéncia fisica e funcional da genitalia externa. A pratica usual para
pacientes com CAIS é de que elas sejam consideradas do sexo feminino.
Reconsideragdes do sexo atribuido, dentro de um contexto social, cultural e familiar
dos individuos afetados, ndo ¢ infreqiiente, e varias sociedades e grupos estdo se
estabelecendo para oferecer apoio para os individuos afetados e suas familias
(MONEY et al, 1968; DIAMOND & SIGMUNDSON, 1997; MIGEON &
WISNIEWSKI, 1998; REINER, 1999). Existem controvérsias quanto aos melhores
protocolos de tratamento de criangas com intersexo. Isto é devido a falta de
informagdes quanto ao seguimento médico, cinirgico e psicossexual dos afetados na
vida adulta (WISNIEWSKI et al, 2000), levando a necessidade de estudos

longitudinais de recém-nascidos com genitalia ambigua (REINER, 1999).
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Pacientes com CAIS ndo apresentam um “bias” masculino, visto que eles

estdo claramente num dos extremos do espectro das malformagdes dos orgéos sexuais.

Entretanto outras variaveis relacionadas com CAIS como a presenga do cromossomo

Y, testiculos e de uma vagina rasa, constituem obstaculos para uma estabilidade
psiquica pléna destas mulheres (MIGEON & WISNIEWSKI, 1998; WARNE, 1998).

Neste estudo ha a oportunidade incomum de serem analisados aspectos

clinicos e moleculares de pacientes com CAIS, criangas e adultas, numa grande

familia composta de mais de 700 membros, distribuidos em 4 geragdes. Um aspecto

incomum ¢ que a familia se manteve 1solada até recentemente. Quando os sintomas de

amenorréia, pilificagdo escassa e infertilidade motivaram a busca do conhecimento

sobre bases clinicas das queixas das pacientes, a familia rompeu este isolamento.



1.1  OBJETIVOS

1) Distinguir, numa familia, as pacientes com CAIS e portadoras com a
finalidade de fornecer aconselhamento genético as portadoras e tratamento para
aquelas com CAIS;

2) identificar a mutacdo do gene do receptor androgénico;

3) avaliar o fenotipo das pacientes com CAIS quanto a presenca ou ndo de

pélos;

4) verificar, nesta analise de casos, juntamente com dados da literatura, se

ha indicacdo formal de gonadectomia antes da puberdade completa;

5) comparar os beneficios da dilatagdo mecénica da vagina versus dilatagdo

cirurgica; e
6) verificar a aceitagdo do sexo social, € como € 0 comportamento sexual

das pacientes com CAIS.



1.2

%41

HIPOTESES

D

2)

3)

Pacientes com CAIS da mesma familia e com a mesma mutacao do AR
podem apresentar algum grau de variagdo de determinado fendtipo.

O maior risco de malignizagdo da génada intra-abdominal, as
repercussdes psicologicas de uma gonadectomia no periodo pos-puberal,
quando a paciente pode entender e questionar sua doenga, ndo sdo
suficientes para convencer a maior parte dos médicos e familiares a
decidirem por uma gonadectomia mais precoce.

As pacientes com CAIS apresentam comportamento sexual

completamente feminino.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SINDROME DE INSENSIBILIDADE ANDROGENICA

2.1.1 Definicdo

A AIS ¢ uma doenga causada por mutagdes no AR, que € unico e localizado no
cromossomo X. Recentemente foi descrita uma mutagdo num coativador do AR que
interage com o dominio de transativa¢ad do AR (ADACHI et al., 2000), causando AIS com
receptor androgénico (RA) integro. Os individuos 46,XY afetados apresentam resposta
parcial ou resisténcia completa a testosterona € ao seu metabolito diidrotestosterona (DHT).
A analise molecular do AR revelou que suas mutagdes sdo de varios tipos e gravidades,
formando um “espectro continuo” com fendtipos desde completamente femininos até
completamente masculinos. Este ultimo ¢ categorizado como AIS moderada (MAIS) na
qual os individuos afetados apresentam infertilidade ou azospermia (GOTTLIEB, 1999,
NISTCHE & HIORT, 2000). Genitalia ambigiia, micropénis, ginecomastia €/ou hipospadia
caracterizam AIS parcial (PAIS), que ¢ considerada a causa mais comum de pseudo-
hermafroditismo masculino (QUIGLEY et a/., 1995).

GRIFFIN e colaboradores (1995) definem CAIS como individuos que
apresentam genitalia externa completamente feminina, pilificagdo pubiana € axilar esparsa e
auséncia de derivados dos ductos de Wolff (GRIFFIN et al., 1995). QUIGLEY e
colaboradores (1995) definem CAIS como individuos que apresentam genitalia externa
completamente feminina, com pilificagdo pubiana e axilar ausente, todavia, podem ser
encontrados derivados dos ductos de Wolff. A presenca de qualquer quantidade de
pilificagdo pubiana € uma evidéncia de algum grau de resposta androgénica e, portanto, se
classifica como PAIS. Na classificagdo de SINNECKER e colaboradores (1997), pacientes
com CAIS tém fendtipo feminino com pilificagdo pubiana e axilar esparsa ou auséncia de

estruturas dependentes de androgénios.
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BOEHMER e colaboradores (2001) descrevem CAIS como aboli¢do
completa da fung¢ado do receptor androgénico num paciente 46,XY adulto com genitalia
externa feminina, pilificagdo pubiana ausente ou esparsa, incluindo Tanner P2.
Vestigios dos ductos de Wolff podem ser encontrados. PAIS ¢ definida como adultos
com consideravel quantidade de pilificacdo pubiana (P3-5), com genitalia externa
feminina ou mais virilizada.
Neste estudo utilizamos a definigdo de SINNECKER e colaboradores (1999),
na qual pacientes com CAIS tém um fenodtipo feminino com pilificagdo pubiana e

axilar esparsa ou ausentes.

2.1.2 Incidéncia

CAIS ¢é uma doenga rara, acomete 1:20.000 recém-nascidos masculinos
(BANGSBOLL et al., 1992). A incidéncia de AIS nos Paises Baixos ¢ de 1:99.000
(BOEHMER et al., 2001). Segundo GOTTLIEB e colaboradores (1999), a taxa é de 2

a 5 afetados por 100.000 nascimentos.

2.1.3 Diferenciagdao Gonadal e Genital Fetal

A maioria dos eventos da embriogénese ¢ normal no feto com AIS;
entretanto os processos que sdo dependentes de androgénios sofrem alteragdes. Tais
processos incluem a diferenciagdo e o desenvolvimento da genitdlia interna
(epididimo, ductos espermaticos e glandulas sexuais acessérias), da genitalia externa e
da descida testicular.

O desenvolvimento testicular ocorre normalmente no feto com AIS (BALE
et al., 1992). Entretanto estudos histopatolégicos das gonadas de pacientes mais velhos
com AIS demonstraram a presenga ocasional de espermatogbnias no periodo
peripuberal, e nenhuma célula germinativa em adultos afetados (RUTGERS &
SCULLY, 1991), sugerindo um declinio progressivo do numero de células

germinativas com o avango da idade.
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Espermatdcitos e células germinativas mais maduras ndo estdo presentes em
todas as idades. Estes achados provavelmente refletem a necessidade de androgénios
para a espermatogénese € mostram que, a exposi¢do a temperaturas elevadas em
regides fora da bolsa escrotal, altera o desenvolvimento dos espermatdcitos. Outros
eventos ocorrem normalmente e parecem ser androgénio independentes, entre eles a
atividade secretora das células de Leydig e de Sertoli. A secregdo fetal de testosterona
¢ normal, quando em resposta ao estimulo da gonadotrofina cobric“mica materna ou do
LH fetal. Estes dados indicam que a responsividade androgénica néo € necessaria para
a regulacdo da fung@o do receptor de gonadotrofina coridnica ou de LH ou para a
secrecdo de androgénios in utero (QUIGLEY et al., 1995).

Apesar dos niveis normais ou aumentados de testosterona secretada pelas células
de Leydig durante o periodo de diferenciagio masculina, ha interrupgdo do
desenvolvimento dos derivados dos ductos de Wolff. O desenvolvimento destas estruturas €
primariamente dependente da testosterona (FIGURA 1). Externamente, as pregas
labioescrotais falham na fusdo e no alargarmento necessarios para formar o escroto, ndo ha
crescimento féalico, € a uretra falica estd ausente ou incompletamente formada. O

desenvolvimento da genitalia externa ¢ dependente principalmente da DHT.



FIGURA 1: ETAPAS DA DIFERENCIAGAO GONADAL, FOLICULAR E GENITAL

Gonada indiferenciada

oo [ON®)
@ @, °"
Células
Germinativas \ /‘ Geﬁﬁ:ﬁ;ﬁms
- - ¢ T~ ~

~
// - ~ - N
p, - ~ \
Pd - @ ~ \\ \
/ - ~
/ 7/ P ~ N\
y N
\
MIS

Ovirio r/

Ductos  Ductos Testiculo
Muller Wolff Testosterona
Utero / 1
Trompas

1/3 supda vagina SDHT
Tubérculo geni
Pregas urogenitai;\

Clitéris ,/- ——
PEGUENaS Kios Bolsa escrotal
grandes labios
2/3infvagina

As cristas urogenitais ddo origem as gdnadas indiferenciadas e parte do sistema urinario.
Na sexta semana, as células gemminativas migram do saco vitelinico e invadem os corddes primitivos
das gonadas indiferenciadas. Estas, por sua vez, iniciam sua diferenciagio entre a sétima e oitava
semana da gestagao, e, por volta da décima semana, os ovarios se tomam distintos dos testiculos que
se desenvolvem mais precocemente. Os corddes localizados na parte cortical da gdnada
indiferenciada, juntamente com as células gemminativas, vao formar os foliculos primordiais que
aumentam de tamanho e se multiplicam antes do nascimento. Os corddes da parte medular vao
formar os tibulos seminiferos cujas paredes sdo foomadas pelas células de Sertoli e pelas células
gemminativas. As células de Leydig comegam a produzir testosterona na oitava semana de gestacdo.
Na auséncia de testosterona, os ductos de Wolff regridem. Na auséncia de MIS, secretado pelas
células de Sertoli, ha o desenvolvimento dos ductos de Miiller com a foormag&o das estruturas intemas
femininas — trompas de Falopio, Utero, cérvix, e 1/3 superior da vagina. As estruturas genitais intemas
masculinas, derivadas dos ductos de Wolff, incluem o epididimo, ducto deferente, ductos ejaculatérios
e tubulos seminiferos. As estruturas da genitdlia extema s3o bipotenciais no inicio da gestaggo, e a
diferenciagdo ocome conforme os niveis de androgénios, sendo o mais importante a 5 o-

diidrotestosterona, a qual deve interagir com um receptor androgénico integro.
FONTE: PAVAN-SENN & FIGUEIREDO, 2002, in press.
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A produgdo da MIS pela célula de Sertoli in utero € provavelmente normal na
maioria dos individuos com AIS, pois eles apresentam niveis normais de MIS (HARBISON
et al., 1991) e regressdo quase completa dos ductos de Miiller, os quais de outra forma
dariam origem ao utero, as trompas de Falopio € ao tergo superior da vagina. Entretanto,
em alguns pacientes, ndo ha regressdo completa dos ductos de Miiller (RUTGERS &
SCULLY, 1991). Uma hipotese para explicar estes achados seria aquela de que a alta
concentracdo local de estrogénios provenientes da conversdo de testosterona em estrogénio
interferiria na regressio dos ductos de Miiller (ULLOA-AGUIRRE et al., 1990). Além
disto, 0o RNAm para o receptor do MIS ¢ regulado pelo RA (BAARENDS er al., 1994).
Consegqiientemente, defeitos no RA podem resultar numa deficiéncia secundaria parcial do
receptor do horménio MIS e regressdo incompleta dos ductos de Miiller.

Na formagdo testicular estdo envolvidos 3 tipos celulares principais:

1) células germinativas, que sd3o derivadas de celulas primitivas
ectodérmicas ¢ que sdo inicialmente identificadas no saco vitelinico,

2) células de Leydig e Sertoli que sdo derivadas do epitelio celomico da
crista gonadal, e

3) células intersticiais que sdo derivadas do mesenquima da crista gonadal.

As células germinativas primordiais sdo reconhecidas pelo seu tamanho, pela
atividade de fosfatase alcalina e pelo contetudo de glicogénio e podem ser identificadas

no blastocisto aos 4-5 dias de vida.

2.1.4 Descida Testicular

Em pacientes com AIS, a descida dos testiculos ocorre em graus diferentes, eles podem
estar localizados em qualquer local entre a cavidade abdominal até as formagdes libio escrotais.
HUTSON (1986), examinando a localizagdo dos testiculos em 16 criangas com AIS € 2 com
deficiéncia de androgénios, encontrou que 35 de 36 testiculos estavam na altura do anel inguinal. Com
base neste resultado, ele sugere que a fase de descida testicular transabdominal ndo seja dependente de
androgénios, enquanto a segunda fase (transingunal) seja dependente de androgénios.



i
BARTHOLD e colaboradores (2000) demonstraram que a incidéncia de gonadas
intra-abdominais era maior nas pacientes com CAIS (86%) sugerindo que quanto mais
completa for a resisténcia androgénica, maior ¢ a probabilidade da génada permanecer
dentro da cavidade abdominal. Esta incidéncia diminui significativamente com a

androgenizagdo. Hémnia inguinal esta associada tanto com testiculos abdominais, como

inguinais.



22  RECEPTOR ANDROGENICO

2.2.1 Estudos Genéticos

A natureza da heranga da AIS foi inicialmente descrita por PETERSON &
BONNIER, em 1937 (citados por QUIGLEY et al., 1995). Estes autores realizaram
estudos clinicos e patoldgicos de individuos afetados em trés geragdes de uma familia
e deduziram que eles eram, na verdade, geneticamente masculinos. Os mesmos autores
também determinaram, através de uma revisdo de seis familias relatadas na literatura,
que a anormalidade era transmitida apenas por mulheres. GRUMBACH & BARR, em
1958 (citados por QUIGLEY et al., 1995), concluiram que a doenga era herdada de
uma forma recessiva ligada ao cromossomo X ou dominante ligada ao X. MORRIS &
MAHESH, em 1963 (citados por QUIGLEY et al., 1995), subseqgiientemente notaram
que as formas parcial e completa da sindrome néo ocorriam na mesma familia.

Em 1970, estudos genéticos do camundongo Tfm (camundongo com
testiculos, fenotipo feminino e uma vagina em fundo cego — resistente aos
androgénios) estabeleceram a localizagdo do locus Tfim no cromossomo X (LYON &
HAWKES, 1970). Em 1981, MIGEON e colaboradores demonstraram, por analise de
células contendo cromossomos hibridos de humanos e de camundongos, que o lécus
para a AIS no homem era homologo ao do camundongo. Por analogia, a condi¢do
humana de AIS foi atribuida a um Iécus ligado ao cromossomo X.

SPENCER e colaboradores (1991) demonstraram que o gene do RA esta
localizado numa regido altamente conservada do cromossomo X em marsupiais,
monotremados e mamiferos. Estes achados indicam uma regido do cromossomo X
que apresenta um antecessor comum de 150 milhdes de anos atras, sendo uma regido

com marcada conservacgdo durante a evolugio das espécies.



2.2.2 Clonagem do Gene do RA

O DNA complementar (¢cDNA) do AR humano foi clonado em 1988 por
LUBHAN e colaboradores. O gene do RA est4 localizado no brago longo do cromossomo X
(FIGURA 2), em Xq11-12 (MAHTANI et al., 1991). A seqiiéncia de introns e exons do gene
do RA humano foi descrita em 1989 (LUBHAN et al., 1989) e, com esta informagdo e o

advento da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), houve uma rapida evolugdo no

entendimento das bases moleculares da AIS.

FIGURA 2 -~ LOCUS CROMOSSOMICO DO GENE DO RECEPTOR ANDROGENICO E ORGANIZAGAO
ESTRUTURAL DO GENE E DA PRCTEINA
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O gene do RA esta localizado na regido pericéntrica do brago iongo do cromossomo X em
Xq11-12. Este gene tem uma extensdo de 75 — 90 kb de DNA gendmico, com oito exons
(nimeros dentro dos retangulos) sendo separados por sete introns (nimeros acima do diagrama)
variando de 0,7 até 26 kb em tamanho. O tamanho dos introns é dado sob o diagrama do gene. O
DNA complementar do AR consiste de uma regido codificadora de aproximadamente 2760 bp. O
tamanho dos exons é dado sob o diagrama do cDNA. Exon 1 codifica a porgdo aminoterminal,
dominio de regulagdo da transcrigdo (DRT); exons 2 e 3 codificam o dominio de ligagdo ao DNA
(DLD), o lado 5 do exon 4 codifica a regido “dobradica”, incluindo a sinalizagdo alvo nuclear, a
porgdo 3' do exon 4 e dos exons § ao 8 codificam o dominio de ligagdo ao androgénio (DLA). Em
baixo esta a representagdo esquematica da proteina do RA. Os principais dominios funcionais do
RA s3o da esquerda para a direita: DRT (aminoterminal), DLD, que consiste de um par de dedos

de zinco, contendo a sequéncia alvo nuclear e o DLA.
FONTE: Figura modificada de QUIGLEY et al., 1995.



2.2.3 Estrutura do RA

O RA € uma proteina intracelular de 910 aminoacidos que pertence a familia
do receptor esteréide, na qual se incluem os receptores estrogénicos o e P, os
receptores mineralo e glicocorticoides, o receptor do hormonio tireoidiano e o receptor
da vitamina D. Todos os receptores hormonais mencionados tém em comum 3
dominios funcionais: Dominio de regulacao da transcrigdao (DRT), dominio de ligagéo
ao DNA (DLD) , dominio de ligagdo ao androgénio (DLA) (FIGURA 2).

A porgdo 5’ do exén 4 assume um papel importante na dimerizagdo de
mondmeros, formando o complexo androgeno-receptor (FIGURA 3) que € translocado do
citoplasma para o nucleo, juntamente com proteinas co-ativadoras. Os coativadores que
interagem com a regido de transativagdo do dominio aminoterminal (onde esta localizado o
Fator de Ativagdo—-2: FA-2) n@o sdo especificos, pois podem interagir com multiplos
receptores nucleares (HORWITZ er al, 1996). Os coativadores que aumentam a
transativagdo da regido FA-2 do AR, sdo: p300, proteina associada ao RA; (ARA ),
coativador 1 e o fator de transcrigdo intermediario 2 (YEH & CHANG, 1996; IKONEN et
al., 1997; AARNISALO et al., 1998; ALEN et al., 1999). Estas proteinas formam os
complexos pré-iniciadores, os quais se ligam com seqiiéncias especificas no DNA, na
regido promotora dos genes (NITSCHE & HIORT, 2000).

Recentemente foi descrito um coativador indispensavel para a transferéncia
do sinal da regiio de transativagdo do DLA para a maquinaria genética. Este
coativador é especifico para a regido do DLA chamada de Fator de Ativagdo-1 (FA-1)

(ADACHI et al., 2000).



FIGURA 3 - ACAO ANDROGENICA MOLECULAR
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A testosterona penetra na célula alvo e é parcialmente convertida em DHT. Ambos os
esterdides ligam-se ao RA, cujos complexos sao translocados para o nucleo, dimerizam-se,
formam complexos de transativagdo com outras proteinas co-ativadoras e se ligam aos elementos
responsivos do DNA alvo para regular a transcrigdo e tradugdo de RNAm para proteinas. FA-1
(Fator de Ativagdo—1) se localiza na regido de ligagao ao androgénio e FA-2 (Fator de Ativagao-

2) se localiza no dominio de regulac&o da transcri¢do.
FONTE: Figura modificada de NITSCHE & HIORT, 2000

2.2.4 Identificagdo e Caracterizagdo das Mutagdes do Gene do RA

Avaliagoes da fungdo do RA foram feitas através de estudos do dominio de
ligagdo ao androgénio em cultura de fibroblastos de pele genital de pacientes com AIS em
comparag¢do com controles normais. Este método oferece uma estimativa quantitativa bem
como qualitativa do DLA do AR. Estes estudos foram muito validos em seu tempo,
entretanto eles necessitam de uma bidpsia da pele genital, sdo laboriosos, demorados e
oferecem pouca informagdo a respeito do defeito molecular do AR (QUIGLEY et al,
1995). Em 1988 com a clonagem do AR (LUBAHN er al., 1988) foram abertas as

possibilidades de identificagdo de mutagdes através de varios métodos.
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O produto do gene do RA pode apresentar um comprimento variado pelo
fato do dominio aminoterminal conter 2 polimeros homologos de aminoacidos que sdo
polimérficos em tamanho. Um ¢ a poliglutamida, que varia de 9 até 36 aminoacidos
(ANDREW et al., 1997), o outro ¢ a poliglicina que varia desde 10 até 31
(LUMBROSO et al., 1997). Esta possibilidade de variagdo na por¢ao aminoterminal
justifica ter predominio de MAIS e PAIS em mutagdes de substituigio de 1
aminoacido (mutagdo de ponto) no DRT, enquanto que na CAIS ha predominio de
mutagdo de ponto no dominio carboxiterminal e na regido de ligagdio ao DNA
(NITSCHE & HIORT, 2000). Quase todas as mutagdes que geram proteinas truncadas
resultam em CAIS (FIGURA 4).

Mais de 200 mutagdes diferentes (FIGURA 4) associadas com AIS foram
descritas nos exons 2 ao 8 € apenas 23 no exon 1 (GOTTLIEB et al., 1999), apesar do exon
1 codificar uma grande parte da proteina do RA (toda por¢do aminoterminal). O DLA
possui uma regido que € considerada ‘“hot spot”, isto € um local onde ocorre grande
freqiiéncia de mutagdes causando AIS (GOTTLIEB et al., 1999, MELO et al., 1999).

Os resultados obtidos ofereceram informacdo quanto ao tipo da mutagéo.
Uma tnica mutagdo pode resultar num “codon de parada” ao invés de codificar um
aminoacido e, conseqiientemente, causar uma parada prematura na sintese protéica
(proteina truncada). Como a proteina € sintetizada do aminoterminal (DRT) ao
carboxiterminal (DLA), uma proteina truncada poderia provavelmente perder o DLA
ou ambos DLA e DLD. Uma mutagdo de ponto pode também causar uma troca de um
aminoacido, gerando uma proteina com estrutura alterada. Delegdes e inser¢des podem
resultar em “mudanga dd matriz de leitura”, ou seja, mudan¢a em toda seqiiéncia de
aminoacidos além da mutagdo. Uma mutagdo do tipo ‘“processamento do DNA”
também causaria o mesmo efeito (HELLWINKEL et al., 1999). Além do dano
qualitativo da proteina do AR que sofreu a mutagdo, ha evidencias de que em muitas

mutacdes a expressio do gene da proteina mutada do RA também esta reduzida

(McINTOSH et al., 1993).
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Algumas muta¢des podem apresentar expressividade variavel (i.e., muta¢do
R855H e V866H na FIGURA 4). A explica¢do tradicional para tal variedade de
expressdo da mutagdo do AR ¢ o nivel de competéncia das proteinas co-reguladoras
(PINSKY er al., 1996; RODIEN et al., 1996; BOEHMER et al., 1997). Recentemente,
entretanto, avaliou-se que um mosaicismo somatico pode ser a causa da variagdo da
expressio do AR (BOEHMER er al., 1997, HOLTERHUS et al., 1997). Num dos
estudos, trés de oito pacientes com mutagdes de novo apresentavam a mutagdo apenas
numa fragao de células somaticas (HIORT ez al., 1998).

Para caracteriza¢do adicional do 4R mutante sdo aplicadas técnicas de co-
transfecgdo. Uma linhagem celular sém o AR é transfectada com um vetor que leva o
AR que sofreu a mutagdo, e com um segundo plasmideo, contendo um gene reporter
apropriado que pode ser ativado por um elemento responsivo ao androgénio (ERA)
localizado na regido promotora do gene. Quando o AR esta sendo expresso na presenga
do ligante, o grau em que o gene reporter ¢ ativado é dependente do grau da fungéo do
RA. Esta técnica é muito boa, porém apresenta limitagdes claras. O AR nestes sistemas
¢ hiper expresso e disponivel em maiores concentragoes do que in vivo. Além disso ha
um grande numero de passos necessarios para a fung¢do do AR in vivo, tal como
translocagdo da molécula para dentro do nicleo, ligagdo com fatores de transcrigio
com diferente regulagdo génica, e a investigagao ocorre in vifro. OQutro experimento €
com a transfec¢do de fibroblastos de regido genital com um plasmideo levando um
gene reporter e um ERA na regido promotora. Em pacientes com CAIS, a ativacdo do
gene reporter foi extremamente baixa, enquanto nos controles normais foi
significativa. Usando este método o grau de fungdo do AR em pacientes com CAIS e
com PAIS pode ser analisado (McPHAUL, 1999).

A maioria das mutac¢des encontradas no AR esta localizada entre os 5 exons
que codificam o dominio de ligagdo androgénico, particularmente nos exons 5 e 7.
Mais comumente as mutagdes de ponto no AR resultam na substitui¢io de um unico
aminoacido. Mutagdes nos exons 2 e 3, que codificam o DLD, causam AIS com “RA-

positivo” , isto ¢, o receptor pode se ligar ao esterdide, mas ndo ao DNA.



18
FIGURA - 4 - MUTACOES NO GENE DO RECEPTOR ANDROGENICO
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Esta figura demonstra uma distribuicio desigual das mutages ao longo do RA. As letras que codificam os aminoacidos sdo: A, alanina; C, cisteina;

D, acido aspartico; E, &cido glutamico; F, fenilalanina; G, glicina; H, histidina; |, isoleucina; K, lisina; L, leucina; M, metionina; N, asparagina; P, prolina;
Q, glutamina; R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina; W, triptofano; Y, tirosina.

FONTE: Figura modificada de GOTTLIEB, 2002, hitp:/Aw2.mcaqill.ca/androgendb/AR23C . pdf
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Na figura 4 estdo todas as mutagdes que geraram proteinas truncadas
(descritas na parte superior da ilustra¢do), e na parte inferior, as mutagdes de ponto no
gene do RA que tém sido descritas como causadoras de CAIS, PAIS e MAIS
(GOTTELIEB et al., 1999). Esta figura apresenta 230 mutagdes diferentes causando
AIS em mais de 440 pacientes com AIS. Na tabela 1 estdo todas as mutagdes no AR
descritas. As delegdes geralmente, mas nem sempre, vao produzir CAIS. Mutagdes de

ponto podem causar tanto PAIS, como CAIS.

TABELA 1 — MUTAGOES NA SINDROME DE INSENSIBILIDADE ANDROGENICA

Tipo Fendtipo Numero de Mutagdes
Mutactes de ponto: mudanga de 1 base com CAIS 134
substituigdo de um Unico aminoacido
PAIS 104
MAIS 10
Normat 04
Substituigdes de varios aminoacidos CAIS 02
Substituigdo do sitio de “splicing” CAIS 05
PAIS 01
Insergdo no sitio de “splicing” CAIS 01
Substituigdo de intron CAIS 01
Cdédons com terminagao prematura CAIS 22
PAIS 01
Total 285
Defeitos estruturais
Delegdes génicas completas CAIS 03
Delegoes génicas parciais CAIS 08
MAIS 01
Delegdes 1- a 4-bp CAIS 06
DelegGes de introns PAIS 01
Deleg&o do sitio de “splicing” CAIS 01
InsergOes CAIS 04
Insergbes (variaveis) Sd. Kennedy 01
Duplicagdes de base CAIS 01
Total 26
Total Geral 311

FONTE: GOTTLIEB et al., 1999.

Estudos moleculares com AIS permitiram avangos clinicos. O primeiro € a
identificagdo de mulheres portadoras nas familias em que a mutagdo foi completamente
caracterizada (QUIGLEY et al., 1995). As mulheres portadoras da mutagdo do AR
podem solicitar triagem neonatal através de bidpsia de vilosidade coridnica para detectar

a presenga da mutagio e do cromossomo Y (LOBACCARO et al., 1994).
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2.3 SINDROME DE INSENSIBILIDADE ANDROGENICA COMPLETA

2.3.1 Manifestagdes Clinicas

Na tabela 2, estdo relacionadas as caracteristicas clinicas encontradas nas
pacientes com CAIS. O diagnostico de CAIS ¢ variavel de acordo com as fases da
vida. Poucos individuos sdo diagnosticados antes ou logo apds o nascimento. A
suspeita diagndstica resulta do achado discrepante de um caridtipo 46,XY, através de
amniocentese, € um fendtipo feminino no exame de ultra-som ou ao nascimento
(STEPHENS et al., 1984). Se houver historia familiar, o nascimento de uma crianga

com fenédtipo feminino e caridtipo 46,XY devem suscitar o diagndstico de CAIS.

TABELA 2 — MANIFESTAGOES CLINICAS NAS PACIENTES COM CAIS

- Fenotipo feminino

- Genitdlia Externa Feminina

- Hérnia inguinal (pode ou ndo estar presente)

- Génadas palpaveis em canal inguinal (com queixa de dor) ou impalpaveis (génadas intra-abdominais)

- Pilificagdo pubiana ausente ou esparsa (na puberdade)

- Odor corporal: diminuido ou ausente

- Pele livre de comedébes e acne, e menos oleosa

- Desenvolvimento mamario: observado no periodo puberal em pacientes ndo gonadectomizadas

- Amenorréia primaria: vagina curta em fundo cego, sem uUtero e na maioria das vezes sem trompas e
sem derivados de Wolff.

- Tumores testiculares

Durante a infancia, o sinal mais comum € o desenvolvimento de hémia inguinal,
freqiientemente bilateral. Estimativas da prevaléncia de AIS em meninas com hémia
inguinal sdo dificeis de interpretar. Em estudos realizados nos anos 60 € 70 as taxas de
prevaléncia foram tdo baixas quanto 0/32 (GERMAN et al, 1973) e 0,8% [1/200
(JANIELLO & ATWELL, 1962)), até tdo altas quanto 12% [2/17 (PERGAMENT et al.,
1973)]. GRUMBACH & CONTE (1991) estimaram a prevaléncia de AIS em meninas
com hémia inguinal em 1-2%. Entretanto, num estudo realizado por AHMED e
colaboradores (2000), 28/72 (39%) casos de CAIS se apresentaram com hérnia inguinal

bilateral e 20/72 (28%), com hémia inguinal unilateral.
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A genitalia externa das pacientes com CAIS ¢ feminina, sem ambigiiidade,
algumas vezes com pouco desenvolvimento do clitoris e dos grandes e pequenos labios
(um sinal mais evidente apos a puberdade), com auséncia de pubarca (QUIGLEY et
al., 1995), ou pode apresentar um estagio Tanner 2 (GRIFFIN er al., 1995,
BOEHMER et al., 2001). A vagina ¢ em fundo cego (a qual pode ser curta ou menos
freqiientemente, de profundidade normal) e ndo ha utero. RUTGERS & SCULLY
(1991) encontraram derivados de Miiller, tais como trompas de Falopio diminutas em
um tergo dos casos de CAIS, cujos dados sdo similares aos de BALE e colaboradores
(1992). Remanescentes das estruturas de Wolff, tais como ductos deferentes ou
epididimos, também podem, raramente, ser encontrados (MORRIS, 1953).

A maioria das pacientes ndo suspeita da doenga até a puberdade, quando,
apesar do desenvolvimento mamario normal ou aumentado, ndo ha menarca, e a
pilificagdo axilar e pubiana é esparsa ou ausente (QUIGLEY er al., 1995; GOTTLIEB
et al., 1999). A pele é livre de acne. O desenvolvimento mamario e a feminizagdo do
contorno corporal ocorrem em resposta ao estrogénio (produzido principalmente pelos

testiculos e, em menor quantidade, pela aromatizag@o periférica dos androgénios).

2.3.2 Crescimento e Diferenciagdo Capilar

Ha aproximadamente 50 milhdes de foliculos pilosos cobrindo o corpo, dos quais
100.000 a 150.000 estio no couro cabeludo, e os demais estio no corpo € na face. As unicas
areas livres de foliculos capilares s3o as palmas das maos, as plantas dos pés e os labios. Ha
pouca nova formago de foliculos apds o nascimento ¢ o numero tende a diminuir apos os 40
anos (AZZIZ et al., 2000). O cabelo é composto de proteinas de queratina, as quais formam a
sua haste. A raiz do cabelo é parte da epiderme. Estruturalmente ha 3 tipos de cabelos:
“lanugo”, “‘velus” e “terminal”.“Lanugo” é um cabelo fino que cobre a pele do feto até o
primeiro ou quarto més pos-parto. Cabelo “velus” ¢ também um cabelo fino, porém maior do
que o lanugo. Usualmente o cabelo “velus” nao ¢ pigmentado, geralmente medindo menos do

que 2 mm de comprimento e cobrindo as éareas aparentemente sem cabelos do corpo.
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Histologicamente o cabelo “velus” nao ultrapassa 0,03 mm de didmetro. O cabelo
“terminal” é maior, pigmentado e grosso em textura. Este cabelo terminal forma os
cilios, sobrancelhas, pélos do pubis e das axilas em ambos os sexos e forma muitos
pélos faciais e corporais dos homens (UNO, 1986). Os cabelos terminais sao
freqiientemente descritos como medulares.A medula do foliculo capilar é a area
interna do cabelo terminal e € composta de proteinas colapsadas, embora a composi¢ido
exata desta area se mantenha controversa. O pequeno lanugo e o cabelo velus sio
considerados ndo medulares.

Na pele, os foliculos pilosos formam grupos, chamados de unidades
foliculares (UF). Cada UF consiste de aproximadamente de 2 ou 4 foliculos entre as
glandulas sebaceas e o tecido conectivo (HEADINGTON, 1984). A concentragdo de
UF na pele, pelo menos no couro cabeludo, pode variar entre os varios grupos €tnicos.
Entretanto ndo ha nenhuma diferenga de género entre o numero de UF dentro de um
mesmo grupo étnico/racial. Conseqlientemente ndo ha diferengas visiveis no
crescimento capilar de homens e mulheres em relagdo ao numero de foliculos, mas,
sim, conforme o tipo € a qualidade do cabelo dentro destes foliculos (UNO, 1986).

Ha trés fases de crescimento capilar. Uma fase de crescimento ativo
(anagena); seguida por um estagio de involugdo (catagena), na qual o crescimento do
cabelo para; finalmente a fase telégena na qual o cabelo estd quiescente e entdo cai,
sendo substituido por um novo (UNO, 1986). Nos humanos, os cabelos parecem estar
crescendo continuamente, isto é resultado da falta de sincronia das fases de
crescimento entre os diferentes foliculos capilares. Enquanto alguns cabelos estdo na
fase ativa do crescimento (anagena), outros estdo na fase quiescente (telogena). A
duracio da fase de crescimento capilar varia conforme a localizagao do foliculo piloso.
Por exemplo, no couro cabeludo a fase anagena pode durar 2 — 6 anos, enquanto a dos
pélos do corpo dura 3 — 6 meses. A duragdo das fases catagena e telégena € semelhante
para o couro cabeludo e para os pélos corporais, demorando 2 — 3 semanas ¢ 3 — 4

meses respectivamente.
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A relagdo anagena/telogena (a razao entre o numero de cabelos em fase
anagena pelo numero de cabelos em fase telogena) € freqiientemente utilizada para
estimar a atividade de crescimento capilar em diversas areas da pele, uma razio alta
indica maior atividade de crescimento capilar (AZZIZ et al., 2000).

Esterdides sexuais e outros fatores locais e sistémicos podem influenciar o
crescimento capilar atuando diretamente ou indiretamente na papila dérmica, que é
importante para a regulagdo do crescimento capilar. Fatores de crescimento e
citoquinas tém sido implicados no crescimento capilar (JANKOVIC, 1998). Tem sido
sugerido que estes fatores atuam aumentando a sintese de “estromelisina”, uma matriz
de metaloproteinase que atua na papila dermal para acelerar o crescimento capilar
(GOODMAN & LEDBETTER, 1992)

Outros hormonios tais como os hormoénios tireoidianos (FREINKEL &
FREINKEL, 1972; COMAISH, 1985) e o horménio de crescimento (GH) (BLOK et
al., 1997), podem também alterar o crescimento capilar. Geralmente hipotireoidismo e
deficiéncia de hormoénio de crescimento, estdo associados com modificagdes na
relagdo entre as fases anagena/telégena do crescimento capilar corporal € do couro
cabeludo. Pacientes com hipotireoidismo em tratamento geralmente apresentam
recapilarizacdo do couro cabeludo em 8 semanas (FREINKEL & FREINKEL, 1972).
Foi demonstrada a presenca de receptores para triiodotironina no revestimento dos
pélos, e um efeito positivo dela sobre o crescimento dos pélos (AHSAN et al., 1998).

Homens com deficiéncia de GH, apos o tratamento, apresentam um aumento
dos pélos corporais, sugerindo que o GH possa estimular diretamente o crescimento
capilar. E possivel que o efeito do GH seja mediado pela produgio do IGF-1,
causando um aumento da atividade da enzima Sa-redutase II, o que potencializa o
efeito androgénico perifericamente (HORTON et al., 1993). Além disso, em culturas

de foliculos capilares, IGF-1 e insulina estimulam o crescimento folicular

(PHILPOTT et al., 1994).
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Os androgénios sdo os esterdides sexuais mais importantes na determinagio

do tipo e da distribuicao dos cabelos sobre o corpo humano. Sobre a influéncia dos
androgénios, os foliculos capilares produtores de cabelos tipo “velus” podem ser
estimulados para produzir cabelos terminais. Observa¢des in vivo documentam
claramente os efeitos dos androgénios exogenos na diferenciagdo dos foliculos
capilares nos tecidos alvo (genitalia, area da barba, tordx) em eunucos e em
transexuais femininos. Os androgénios também prolongam a fase anagena dos cabelos
do corpo e diminuem a fase anagena do cabelo do couro cabeludo (ELBLING, 1986;
RANDALL, 1994) e aumentam a secregio sebacea. Alguns foliculos pilosos podem
produzir cabelos terminais sob a influéncia dos androgénios. Se isso ¢ devido a
diferencas na sensibilidade aos androgénios, ou a outras diferencas primarias dos
foliculos pilosos, isto ainda ndo estd claro. Ha diferencas consideraveis entre os pélos
corporais em seu conteudo de Sa-redutase e sua habilidade em metabolizar
androgénios (AZZIZ et al., 2000). A concentragdo de receptor androgé€nico na
determinacdo do efeito dos androgénios no crescimento do cabelo terminal ¢ critica,

como demonstrado pela esparsa pilifica¢do terminal corporal notada em pacientes com

CAIS e PAIS (GRIFFIN & WILSON, 1980).

2.3.3 Neoplasia Testicular

Nos EUA a incidéncia é de 2-3 por 100.000 homens/ano (HAINSWORTH
& GRECO, 1983). E a segunda doenga maligna mais freqiiente (apés a leucemia) nos
homens entre 20 e 35 anos. Ha um pico na infancia (carcinomas embrionarios e
teratocarcinomas), nos adultos jovens e nos idosos (seminomas). Os tumores sdo
comumente bilaterais, tanto simultineos como seqiienciais — por exemplo, um

seminoma se desenvolvendo num testiculo varios anos apds a remogdo do outro

(LEFEVRE et al., 1975).
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Varios fatores predispdem o aparecimento do tumor testicular. Homens com
criptorquidia tém um risco 5 vezes maior de desenvolver tumores testiculares
(FONGER et al., 1981). Testiculos intra-abdominais tém maior risco de malignizar do
que os testiculos que estdo na regido inguinal. Este risco ¢ 100 vezes maior nos
pacientes com anomalias do desenvolvimento sexual (disgenesia gonadal mista
45,X/46,XY e nas sindromes de insensibilidade androgénica) (MANUEL et al., 1976;
ULBRIGHT, 1999).

Exposi¢do ocupacional a altas ou baixas temperaturas pode aumentar o risco
(ZHANG et al.. 1995). Outras causas associadas a um aumento da incidéncia de
tumores testiculares sdo: filhos de 'mdes que fizeram uso de estrogénios durante a
gestacdo (HENDERSON et al, 1979), Sindrome de Klinefelter (CARROL et al.,
1988) e infecgdo por HIV (BUZELIN et al., 1994).

A classificagdo dos tumores testiculares mais comumente usada ¢ a de
MOSTOFI (1980) (TABELA 3). Esta classificagdo ¢ baseada no tipo celular do qual o
tumor se origina: células germinativas (espermatogonias), células estromais (Sertoli e
Leydig) e epididimo. Linfomas (MOLLER er al, 1994) e tumores carcindides
(ZAVALA-POMPA et al., 1993) sdo raros.

TABELA 3 - CLASSIFICAGAO DOS TUMORES TESTICULARES

. Tumores de células germinativas (95%)

a)Tumores de apenas um tipo celular (60%): Seminomas
Tumor do saco vitelinico
Teratoma
Coriocarcinoma

b)Tumores de varios tipos de células (40%)

1. Tumores do estroma gonadal (1-2%): Tumores de células de Leydig
Tumores de células de Sertoli

Tumores de estruturas gonadais primitivas
1. Gonadoblastomas:  Células germinativas e células do estroma.

FONTE: MOSTOF!, 1980.
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Tumores de células germinativas sdo os mais comuns e presumivelmente sio
derivados das células germinativas primordiais. Seminomas sdo caracterizados por
células grandes, com citoplasma claro, estroma fibrovascular delicado e infiltrado com
linfécitos. Uma reagdo granulomatosa ao redor do tumor pode ser tio intensa que
mimetiza a presenca de uma reagdo enxerto-versus-hospedeiro (MARSHALL &
DAYAN, 1964). Estes tumores correspondem & metade de todas as neoplasias
testiculares e podem ser subdivididos nas variedades espermatociticas e anaplasicas.
Diferentemente dos outros tumores o seminoma espermatocitico parece nao evoluir do
carcinoma in situ (CIS) (GRIGOR, 1993).

Carcinomas embrionarios sdo mais comuns na infancia, tendo sobrevida de 5
anos em 70% das criangas e em 25% dos adultos. Coriocarcinomas contém células do
sinciotrofoblasto e ocorrem mais comumente na segunda e na terceira décadas de vida
e eles tém um mau prognostico. Teratomas contém, pelo menos, duas linhagens
celulares germinativas e podem ser malignos ou benignos. Sdo os segundos em
freqiiéncia na infancia e correspondem a apenas 1/10 dos tumores testiculares em
adultos. Tumores que contém combina¢des de células germinativas correspondem a
40% dos tumores destas células; a biologia destes tumores ¢ determinada pelo
elemento menos diferenciado (mais maligno).

Tumores mistos que contém células germinativas e células do estroma sdo
representados pelo gonadoblastoma, composto de células germinativas, células do
cordio sexual e células de Leydig. O gonadoblastoma usualmente se origina de um
testiculo disgenético que contém um cromossomo Y e comumente sintetiza androgénio
(HASS, 1987). O sinal clinico usual do tumor de células germinativas € dor testicular ou
nédulo testicular. Ocasionalmente os tumores s3o identificados através das metastases
ou pela secregdo de gonadotrofina coriénica (GC) pelo tumor. O estadiamento
(TABELA 4) é realizado através de laparotomia exploradora associada a tomografia

computadorizada ou ressonancia nuclear magnética (GRIFFIN & WILSON, 1998).
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TABELA 4 - ESTADIAMENTO DOS TUMORES TESTICULARES

Estadio I: limitado ao testiculo.

Estadio II: metastase para linfonodos infra diafragmaticos.
Estadio lil: metastase para linfonodos supra diafragmaticos.
Estadio IV: metdstases extralinfaticas

FONTE: GRIFFIN & WILSON, 1998

Germinomas, coriocarcinomas, tumores do saco vitelinico podem secretar GC
que € um marcador tumoral e apresenta efeitos enddcrinos. O testiculo normal sintetiza GC,
porém em quantidades minimas que somente alguns tragos atingem a circulagdo
(BRAUNSTEIN et al., 1975). Tumores do saco vitelinico podem produzir a—fetoproteina e
teratomas podem produzir antigeno carcinoembrionario (TALERMAN, 1980; LANGE et
al.,, 1976). O aumento da GC pode causar um aumento da produgio de testosterona ou de
estradiol pelos testiculos. Como resultado do aumento do estradiol ha uma sindrome de
feminizagdo com inibigdo da producdo de LH e de FSH hipofisarios.

Tumores testiculares de células germinativas e de células ndo germinativas
(células de Sertoli, Leydig e células intersticiais) ocorrem com maior freqiiéncia em
individuos com AIS (QUIGLEY et al, 1995). No estudo de CORTES e colaboradores
(2001), pacientes com testiculos intra-abdominais, anormalidades da genitalia externa ou
com cariotipo anormal apresentavam risco de neoplasia de 5% (7/150) versus 0%
(0/1,185) em pacientes sem estas caracteristicas.

A presenga de CIS, também conhecido como neoplasia celular germinativa
intratubular, foi descrita em testiculos de criangas pré-puberes com AIS (CASSIO et al., 1990).
CIS é um precursor dos tumores de células germinativas testiculares (DIECKMANN &
SKAKKEBAEK, 1999). As células do CIS sdo, provavelmente, derivadas de células
germinativas primordiais € ja estariam presentes ao nascimento. Antes de progredir para um
carcinoma invasivo, as células do CIS parecem estar espalhadas pelos tibulos seminiferos. O
diagnéstico € feito apos bidpsia testicular e analise com imunocitoquimica para fosfatase alcalina
placentaria (FAP). Esta enzima esta presente nas células germinativas primordiais, no CIS, no

seminoma e em outros tipos de tumores testiculares, mas ndo, em células germinativas normais.
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O caso mais precoce de tumor testicular associado com AIS foi numa menina
de 17 meses com tumor de saco vitelinico, que apresentava o testiculo contra-lateral
normal (HANDA et al., 1995). Seminomas tém sido descritos em pacientes pds-
puberes com AIS, entretanto ha o relato de um caso de surgimento de um seminoma
numa paciente com 14 anos (HURT et al., 1989). Nas pacientes com AIS, todos os
tipos de tumores de células germinativas tém sido descritos e apresentam o mesmo
prognostico de pacientes sem AIS com tumores similares (LEVIN, 2000).

O risco de desenvolvimento de tumores gonadais em pacientes com AIS foi
estimado em 6 — 9% por RUTGERS & SCULLY (1991). Em 43 casos de AIS, estes autores
encontraram 27 hamartomas (63%) e 2 seminomas (4.6%). Hamartomas sfo muito mais
freqgiientes nas pacientes com AIS. A hiperestimulagdo do LH pode gerar hiperplasia de células
de Leydig que ¢ freqiientemente vista em pacientes com CAIS. E possivel que os hamartomas
também sejam decorrentes desta hiperestimulagdo do LH (QUIGLEY et al., 1995).

A época da gonadectomia € variavel em pacientes com AIS. Geralmente €
recomendado que se faga gonadectomia apos a puberdade (HANDA et al., 1995),
porque o estrogénio de origem testicular direta ou da conversdo periférica de
testosterona € necessario para o desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias, e o risco de apresentar uma alteragdo maligna durante a vida pré-pubere €
baixo (3,6% em pacientes menores de 25 anos). Se a castragdo pré-pibere for
inevitavel devido a presenga de neoplasias, deve-se iniciar a administragdo de
estrogénio exdgeno (HANDA et al., 1995).

LUKUSA e colaboradores (1991) investigaram a presenga de tumores
gonadais em 7 pacientes com disgenesia gonadal e em 14 pacientes com AIS e
constataram que 4 de 7 pacientes com disgenesia gonadal apresentavam
gonadoblastoma e ndo encontraram nenhum caso de tumor nas pacientes com AlS.
Assim, na disgenesia gonadal, o risco de malignizagdo ¢ maior do que na AIS e requer uma

gonadectomia profilatica logo apds o diagndstico ser estabelecido (ULBRIGHT, 1999).
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2.3.4 Desenvolvimento Esquelético

[nimeros estudos tém demonstrado que os estrogénios possuem um papel
decisivo na aquisi¢do € na manutengdo da massa ossea em homens e mulheres.
Homens portadores de mutagdes no receptor estrogénico ou na aromatase nio
apresentam aceleragdo do crescimento durante a puberdade e apresentam déficit na
massa Ossea adulta (SMITH et al., 1994; MORISHIMA et al., 1995; CARANI et al.,
1997; BILEZIKIAN et al., 1998).

Osteoporose decorrente de hipogonadismo em homens estd bem descrita
(ORWOLL & KLEIN, 1996) e apresenta melhora, pelo menos parcial, da densidade
mineral 0ssea com a reposigdo hormonal com testosterona. A presen¢a de receptores
de alta afinidade para androgénios nas células 6sseas € um pre-requisito para a agédo
direta do androgénio no osso, € o RA ¢ expresso nos osteoblastos (COLVARD et al.,
1989; BENZ et al., 1991; ABU et al., 1997). Entretanto, embora a DHT tenha um
efeito direto sobre o aumento da expressdo de proteinas especificas de osteoblastos em
cultura de células (KASPERK et al., 1990), os estrogénios derivados dos androgénios
in vivo (TANAKA et al., 1993) tém um papel importante no metabolisno dsseo.

Nos pacientes com AIS, ha alta prevaléncia de diminuigdo da densidade
mineral dssea em sitios clinicamente relevantes, tais como coluna lombar e fémur
proximal, porém ¢ dificil distinguir entre os efeitos da resisténcia androgénica dos
efeitos da falta de estrogénios (SOULE et al., 1995; BERTELLONI et al., 1998). No
estudo de MARCUS e colaboradores (2000), as pacientes com CAIS que estavam
recebendo estrogénio em dose considerada adequada, apresentavam diminuigdo da
densidade mineral dssea da coluna lombar, indicando que a aquisi¢do € a manutengao
da massa 6ssea dependem também da agdo direta dos androgénios. Pacientes com
PAIS apresentam densidade mineral Ossea superior aos pacientes com CAIS,

sugerindo um efeito protetor mesmo dentro de um grau limitado de responsividade

androgénica (MARCUS et al., 2000).
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Se a remogdo das gonadas ¢ postergada até a puberdade ou mais
tardiamente, meninas adolescentes com AIS provavelmente foram expostas a altos
niveis de estrogénios. Entretanto, apds a gonadectomia precoce, a reposi¢do
programada com estrogénios pode ser inadequada, tanto na quantidade como na
aderéncia ao tratamento (MARCUS et al, 2000), o que pode resultar numa
inadequacdo da mineralizag¢do dssea.

Nos anos 70, a idade média da gonadectomia das pacientes com AIS era aos
15 anos. Ha uma tendéncia de gonadectomia mais precoce nos anos 80, durante a
infancia, ou logo apos o diagnostico. Meninas com AIS, tratadas entre os anos 80 e 90,
que foram submetidas a gonadectomia precoce provavelmente foram menos expostas
aos estrogénios do que aquelas pacientes mantidas com as gonadas in situ até a
puberdade estar completa. Uma menina de 11 anos de idade com AIS que havia sido
submetida a gonadectomia com 1 ano e 6 meses de vida e ainda ndo havia iniciado
reposi¢do hormonal, apresentava baixos indices de escore Z de densidade mineral
dssea (—1,5). Porém estes dados ndo podem ser generalizados e precisam ser revistos
com um maior nimero de casos (MARCUS et al., 2000).

Ainda ndo ha protocolos apropriados para definir o inicio e a dosagem da
terapia de reposi¢do hormonal em meninas com AIS, as quais diferem de outras
adolescentes hipogonadicas (por exemplo as pacientes com Sindrome de Turner). E
importante monitorizar estas meninas quanto ao desenvolvimento esquelético,

incluindo o estirdo puberal, estatura adulta e mineralizagdo dssea.

2.3.5 Métodos de Ampliagdo Vaginal

A atresia vaginal ou sua auséncia pode ser devastadora, especialmente para
adolescentes. Em estudbs recentes, a maioria das pacientes com CAIS ndo necessitava
de cirurgia de alongamento vaginal (WISNIEWSKI et al., 2000; BOEHMER et al.,
2001). Pacientes com vagina rudimentar, com 3 — 4 cm, podem alcangar resultados

adequados apos varios meses de dilatagdo seriada.
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Os métodos de reconstrugdo vaginal empregam enxertos da pele da coxa,
amnio ou intestino sigmoide. A plastica vaginal com enxerto de pele da coxa foi
descrita inicialmente por McINDOE (1950). Apesar dos relatos animadores, esta
técnica usualmente apresenta necessidade de dilatagao regular, continuada, em casa.
Além disto ha alta incidéncia de estenose vaginal, comprimento vaginal inadequado e
dispareunia (DE SOUZA et al., 1987).

A vaginoplastia, que utiliza intestino sigmoide, também apresenta indices de
estenose vaginal e dispareunia, porém ¢ considerado um bom método de ampliagao
vaginal (HENSLE & REILEY, 1998). SANCHEZ-MARTIN e colaboradores (1999)
descrevem a vaginoplastia com intestino sigmdide como um método excelente para

pacientes com genitalia ambigua ou AIS.
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2.4 COMPORTAMENTO SEXUAL

2.4.1 “Imprinting Cerebral”

A primeira observagdo do dimorfismo cerebral entre o sexo feminino e 0 masculino
foi feita em animais de laboratorio. Em 1978, GORSKI e colaboradores, examinando o
hipotalamo de ratos observaram que um grupo de células proximas a regido frontal do
hipotalamo era muitas vezes maior no macho do que na fémea. A regido medial pré-Optica do
hipotalamo ¢é implicada na génese do comportamento sexual, particularmente, do
comportamento tipicamente masculino. Os neurdnios desta area sdo ricos em receptores para 0s
horménios sexuais, androgénios e estrogénios. Os androgénios tém um papel chave no
desenvolvimento do dimorfismo sexual.

Embora tanto os ratos machos como as fémeas inicialmente apresentem o mesmo
nimero de neur6nios na area medial pré-Optica, um pico de testosterona, secretada pelos
testiculos dos fetos machos, age estabilizando esta populagdo neuronal. Nas fémeas a falta de tal
pico de testosterona causa a morte de muitos neur6nios desta area; levando ao desenvolvimento
de uma estrutura menor do que a do rato macho. E interessante que os neurdnios da area pré-
dptica sdo sensiveis aos androgénios somente alguns dias antes € apos o nascimento.

Em 1985, SWAAB & FLIERS descreveram um grupo de células dimorficas
sexualmente na area pré-optica do hipotalamo humano. Estes micleos sdo maiores no homem
do que na mulher. Embora ainda néo se tenha estabelecido uma fun¢@o especifica para estes
nicleos, a area pré-Optica € essencial para o controle da liberagdo hormonal, comportamento
maternal e para o comportamento sexual de outras espécies de mamiferos. Em 1989, ALLEN e
colaboradores sugeriram o termo Nucleo Intersticial do Hipotalamo Anterior (INAH 1-4) para
4 grupos de células ndo descritos na area pré-optica do hipotalamo anterior. Comparando o
tamanho destas estruturas entre homens e mulheres, esses autores verificaram que os nucleos
INAH 2 e INAH 3 eram maiores nos homens. Estes resultados sugeriram que as diferencas

sexuais funcionais no hipotalamo podem estar relacionadas com diferengas na estrutura neural.
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O nucleo INAH 3 foi descrito em 1991, por LEVAY, como 2 vezes maior
em homens heterossexuais do que em mulheres e homossexuais, sugerindo que a
orientagdo sexual teria um substrato bioldgico. No estudo de LEVAY todos os
cérebros, menos um, de homens homossexuais eram provenientes de pacientes com
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida, deixando a duvida sobre a possivel
influéncia de um processo degenerativo reduzindo o tamanho dos nucleos, porém os
autores nao encontraram sinais de degeneragao nesses individuos.

Apoiando a teoria de uma masculinizagdo pré-natal do cérebro humano, estdo sendo
feitos estudos em criangas com hiperplasia adrenal congénita. BERENBAUM e colaboradores
(2000), defendem a idéia de que um cotfiportamento masculino, observado em meninas com
hiperplasia adrenal congénita, ocorre devido ao excesso de androgénios atuando no
desenvolvimento fetal, mais do que no periodo pés-natal. As brincadeiras masculinas ¢ o
comportamento masculino sdo mais freqiientes em meninas com a forma mais severa de
hiperplasia adrenal congénita, perdedora de sal, que sdo diagnosticadas precocemente no
periodo neonatal e ndo naquelas que apresentam indicadores de excesso de androgénios no
periodo pos-natal, fato ja observado por outros autores (ZUCKER et al., 1996; DITTMANN et
al., 1990). Ha evidéncias de que os androgénios tém um papel importante no estimulo da libido
(efeito “ativacional”) durante toda vida sexual em mulheres € homens, porém isto ndo fica

restrito a um efeito “organizacional” que acontece uma vez na vida como o “imprinting

cerebral” (COALLER & HINES, 1995).

2.4.2  Guias para Orientag¢do da Definigdo Sexual nos Estados Intersexuais

Em 1957, MONEY e colaboradores, desenvolveram protocolos para orientagdo
quanto ao manejo de criangas nascidas com estados intersexuais. A atribuig¢éo sobre o fenotipo
sexual devera ser feita em fungao do melhor progndstico para fungdo reprodutiva (se alcangada
por completo), fungdo sexual adequada, genitalia externa de aparéncia normal e identidade de
género (auto-percepgao como menino ou menina), os quais devern proporcionar uma adaptagdo

psicossocial saudavel (MEYER-BAHLBURG, 1993; MEYER-BAHLBURG, 1998).
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A decisao referente ao fenotipo sexual deve ser feita o mais precocemente possivel,
preferencialmente durante o periodo neonatal, com um limite de idade superior para reverter um
sexo estabelecido entre 18 a 24 meses no maximo (MONEY et al., 1957). Incerteza e
ambigiiidade por parte dos pais e profissionais referente a decisdo final do sexo, e
subseqiientemente, do sexo de criagdo, devem ser minimas (MONEY et al., 1957).

A contribui¢do relativa de variaveis, tais como hormoénios pré-natais € sexo de
criagdo para o desenvolvimento psicossexual, tem sido estudada em varias populagdes com
intersexo (MONEY e al., 1984). Estas investigagdes levaram a ampla aceitacdo de um conceito
multivariado do desenvolvimento do género sexual que enfatiza a importancia tanto da natureza
como do sexo de criagdo. Novos conhecimentos mostram a necessidade de incorporar outros
dados psicossociais € psicossexuais para designagdo sexual. O reconhecimento das
conseqiiéncias psicossociais e psicossexuais das criangas com genitalia ambigua mostra a
necessidade de pesquisas longitudinais, colocando em transi¢&o o paradigma do designio sexual
no periodo neonatal (REINER, 1999).

Dados do seguimento psicossexual de 2 pacientes que tiveram rembc;ﬁo do pénis
levaram a reconsiderar as praticas de designagdo sexual para pacientes com intersexo
(DIAMOND & SIGMUNDSON, 1997; BRADLEY et al., 1998). Uma das questoes
levantadas por estes relatos € a possibilidade de que a exposigdo fetal a androgénios influencie o
cérebro de tais pacientes resultando num desenvolvimento psicossexual tipicamente masculino
com uma masculinizagio irreversivel do cérebro, criando diferengas com o cérebro feminino.
Avaliagdo de pacientes com hiperplasia adrenal congénita e pacientes com AIS servem como
modelos para entendermos quais sdo os fatores que afetam a formagido do género sexual
(MONEY et al., 1984).

A identidade psicossexual feminina é mais freqiientemente associada com a
presenga de ovarios ou com disgenesia gonadal, enquanto a identidade psicossexual
masculina aparece mais freqlientemente na presenga de tecido testicular independente do
fenétipo feminino ou hermafrodita. Em homens geneticamente com auséncia da formagéo
da genitalia masculina, causado por AIS, a identidade psicossexual depende da gravidade

da doenga: identidade psicossexual feminina em CAIS e feminina ou masculina em PAIS.
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Estes dados experimentais confirmam o papel do androgénio na criagdo de
uma identidade psicossexual. Estes conhecimentos sdo necessarios para a
decisdo quanto a corregdo cirurgica da genitalia externa de uma crianga com
genitalia ambigua, a qual ndo deve ser dependente somente da eficiéncia da
performance da relagdo sexual, mas também conforme a identidade sexual

esperada ou ja presente no individuo (KULA, 2000).

2.4.3 Identidade Sexual em Pacientes com CAIS

Pacientes com CAIS sempre sdo consideradas como tendo sexo feminino e,
por terem resisténcia completa aos androgénios, constituem um grupo ideal para o
estudo de outras influéncias sobre a defini¢io do comportamento sexual, tais como a
presenca do cromossomo Y, de testiculos e de uma vagina curta, os quais, de alguma
forma, poderiam influencia-la a pensar como individuo de comportamento masculino
ou menos feminino (MIGEON & WISNIEWSKI, 1998; SLIJPER ef al., 2000).

Explicar para os pais e para as pacientes com CAIS a respeito da doenga, nunca foi
facil para os médicos, porque se pensa que a menina poderia ficar psicologicamente ofendida
por saber que possui um cromossomo Y. Mulheres com CAIS dizem que isto ndo € o mais
ofensivo (WARNE et al., 1998). Elas falam que o maior problema ¢ o segredo, levando ao
isolamento com falta de informag@o e apoio. As principais questdes para elas sao: falta de
menstruagdo, auséncia de pilificagdo pubiana e de odor corporal, tamanho da vagina,
experiéncias sexuais €, principalmente, quando sdo tratadas como “esquisitas” diante de
estudantes médicos e sendo submetidas a fotografias médicas (WARNE et al., 1998).

Existem atualmente controvérsias quanto aos melhores protocolos de
tratamento de criangas com intersexo. Ha falta de informagao de longo prazo quanto
ao seguimento médico, cirurgico e psicossexual de adultos afetados com estados
intersexuais. Estes fatores motivam a realizagdo de estudos longitudinais que sejam
capazes de unir dados fisicos, sociais € psicossexuais desde a infancia até€ a vida adulta

de pacientes com intersexo (WARNE et al., 1998; WISNIEWSKI et al., 2000).
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3 PACIENTES E METODOS

Foi realizado um estudo prospectivo e descritivo nas pacientes com CAIS e
seus familiares, no periodo de fevereiro de 1999 até margo de 2002.

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas da UFPR (ANEXO 1).

As pacientes foram incluidas no estudo apds o esclarecimento detalhado das
finalidades da pesquisa e apos a obtengdo do consentimento escrito dos responsaveis.
(ANEXOS 2-3).

Devido a baixa freqiiéncia de CAIS na populagdo geral, os dados sdo

apresentados de forma descritiva.
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3.1 CONSTRUCAO DO HEREDOGRAMA

3.1.1 Caso Indice

A paciente indice (IV-10 na FIGURA 3, indicada por uma flecha) era
fenotipicamente uma menina de 15 anos de idade apresentando sinais clinicos de
CAIS. Inicialmente ela compareceu a Unidade de Endocrinologia Pediatrica do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana para tratamento de obesidade.
Em virtude do desenvolvimento mamario normal, mas amenorréia e auséncia de
pubarca investigou-se a possibilidade de CAIS. Analises subseqiientes revelaram um
cariotipo 46,XY e altos niveis de testosterona (72,8 ng/mL) e 8,2 UI/L de LH.

Membros da familia do caso indice conheciam mulheres casadas, porém
inférteis, através das 4 geragdes da familia, o que € consistente com a heranga ligada
ao X que ocorre na CAIS. Entretanto os pais do caso indice ndo estavam
completamente cientes do numero de outros casos de CAIS ou da extensdo de sua

familia e aonde outras familias viviam.

3.1.2 Heredograma

O heredograma foi construido com a ajuda de 3 mulheres da familia que
voluntariamente contataram parentes distantes. Um heredograma truncado com 325 membros
¢ mostrado na figura 5 mas o nimero completo € de mais de 700 pessoas. Algumas mulheres
mostradas no heredograma foram testadas para a mutagao do gene do RA, e aquelas sem filhos
tiveram analise de caridtipo. Quatro geragdes foram identificadas desde a primeira imigragao
alemi originaria da regido do Vale do Rio Reno. A influéncia sécio-cuitural predominante € do
norte da Europa (i.e., cultura e lingua germanica, feigdes claras, olhos e cabelos claros). A
maioria dos familiares mantinha desconhecimento da base clinica da infertilidade na familia, até
que o diagndstico foi procurado neste estudo, devido a um isolamento cultural e geografico

associado a um nivel sdcio econdmico baixo (classe ocupacional).



38

Devido a uma formacao catdlica, lagos familiares eram altamente valorizados, e

os grupo de irmdos sdo grandes (média=10, para familias nucleares completas nas
geragdes [ e II). Esta preferéncia cultural parcialmente explica o alto nimero de
individuos afetados com CAIS. Nao havia nenhum caso recente de casamento
consangiiineo. O seguimento da familia foi mantido através de contato com médicos

locais € com os parentes de todas as geragdes da familia.



FIGURA 5 - HEREDOGRAMA
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NOTA: Arvore familiar parcial mostrando 325 membros distribuidos por 4 gerages, inciuindo 19 pacientes com CAIS. Os circulos sélidos indicam as pacientes

afetadas. O caso indice estA indicado pela seta.
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3.1 ANALISE DA MUTACAO

Quatro. individuos (FIGURA 5) foram selecionados para elucidar a base
molecular do CAIS:

(1) caso indice (IV.10, indicado por uma flecha);

(i) uma parente nao afetada (I11.45) para atuar como um controle negativo
para polimorfismos neutros,

(ii1)  dois parentes suspeitos de serem portadores de CAIS (IL.6 e II1.95) para
confirmar o diagnostico.

O DNA gendmico foi isolado de leucécitos do sangue periférico conforme
um método padrdo (KUNKEL et al., 1977), 200-400ng de DNA foi usado em cada
50-100 ul de PCR. Cada exon de AR foi individualmente amplificado e triplicado
através de PCR usando seqiiéncias de primers derivados de dados publicados
(LUBHAN et al., 1989). Os produtos de PCR foram clonados dentro de pGEM-T
(Promega), e ambos os filamentos de DNA foram seqiienciados automaticamente num
seqlienciador de DNA ABI 373 no Departamento de Biologia Celular da Universidade

de Durham, Reino Unido que identificou a mutagdo C576F.

3.2.1 Desenvolvimento de um Teste de Identificacio da Mutagao CS576F do AR:
PCR Alelo—especifica

Um método baseado na PCR alelo—especifica foi desenvolvido no
Departamento de Biologia Celular da Universidade de Durham, Reino Unido, e
empregado na Unidade de Endocrinologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da UFPR
para identificagdo da mutagdo encontrada pelo seqiienciamento automético de DNA
(C576F). Cada amostra de DNA foi amplificada com 2 primers forwards, um para o

alelo normal (fp2089G) e outro para o alelo mutante (fp2089T), sendo por isso

chamado de PCR alelo—especifica.
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O mesmo primer reverso, rpX2CTL (5 TGTGCAAGACCTTTACCTT 3°),
foi usado em ambas as PCRs, em combinagao com um dos primers forward. O primer
Sforward p2089G (5 CACTATGGAGCTCTCACATG 3’) amplifica um produto de
75 pares de bases se ha um G no nucleotideo 2089 (normal), € o primer forward
fp2089T (5> CACTATGGAGCTCTCACATT 3’) amplifica um produto de 75 pares se
ha um T no nucleotideo 2089. Observe-se que os primers fp2089G e fp2089T
apresentam diferenca somente no nucleotideo terminal 3’ que esta sublinhado, o qual
corresponde ao nucleotideo 2089 no gene do RA (localizagdo da mutagdo de ponto
com substituicdo de G para T). Foi identificada uma mutag¢ao de ponto no nucleotideo
2089 no DLD, mudando o coédon 576 de TGT para TTT, que resulta em substitui¢do
de uma cisteina por uma fenilalanina (C576F).

A enzima taq polimerase so consegue atuar quando houver hibridizagdo da
base 2089 com a banda complementar. Individuos com CAIS somente amplificam
produtos de PCR com fp2089T; individuos ndo afetados com CAIS somente
amplificam produtos de PCR com {p2089G, e individuos portadores amplificam
produtos de PCR com ambos os primers. Uma reagdo de controle positivo adicional
foi realizada para cada amostra, com todo o comprimento de 210 pares de bases do
exon 2 com o primer forward fpX2CTL (5> TGTGCAAGACCTTTACCTT 3’) em
combinagdo com o primer reverso comum.

Foi utilizado 100 ng de DNA gendmico em cada 20 pul de PCR, utilizando-se
as seguintes condigdes: 94°C por 2 minutos; 25 ciclos de 92°C por 15 segundos; 72°C
por 15 segundos; 72°C por 2 minutos. O produto da reagdo da PCR foi analisado
através de eletroforese em 15% de gel de acrilamida (acrilamida:bisacrilamida 38:1)
1X TBE (1X TBE: 0,1 M Tris—HCL, pH 8,0; acido borico a 0,83M e 20 mM de
EDTA).
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3.3 DOSAGENS HORMONAIS

As dosagens hormonais foram realizadas no Departamento de Patologia, no Servigo
de Medicina Nuclear do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. O método
empregado para dosagem de testosterona foi Radioimunoensaio, Fase Solida Magnética
(Procedéncia: Biodata S.p.A. - Italia). Para dosagem de LH foi utilizado Método de

Automagdo, Técnica Enzimaimunoensaio por micro-particula. (Procedéncia: Abbott — E.U.A.).

3.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS TESTICULOS

Os achados histopatologicos foram classificados conforme o tipo predominante de
células encontradas em cada testiculo, através de microscopia Optica € com coloragdo de
hematoxilina-eosina. Nao foram utilizados marcadores para imunocitoquimica. A analise
histopatoldgica foi realizada no Departamento de Patologia, no Servigo de Anatomia Patologica
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana e no servio de Anatomia
Patolégica do Hospital Nossa Senhora das Gragas, em Curitiba, Parana.

3.5 METODOS DE AMPLIACAO VAGINAL

Os métodos usados para a ampliagdo vaginal foram a cirurgia plastica utilizando
intestino delgado ou enxertos de pele da coxa, ou a dilatagfio mecénica cronica atraves de coito.
Algumas pacientes utilizaram cilindros plasticos flexiveis, os quais tinham seu calibre
aumentado até que o cofnprimento desejado fosse alcangado. Estes procedimentos foram
realizados no Departamento de Ginecologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal

do Parana.

3.6 DENSIDADE MINERAL OSSEA

A DMO de coluna lombar foi determinada através de “Dual Energy X-ray
Absorptiometry” (DEXA), sendo realizados em diversas instituigdes. Os resultados foram

analisados através do escore Z de DMO, para o sexo feminino conforme a idade da paciente.
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3.7 AVALIACAO PSICOLOGICA

As perguntas foram baseadas num questionario (ANEXO 4) para pacientes
com estados intersexuais (MIGEON, dados ndo publicados, porém cedidos para este
estudo). Como houve rejeicdo do mesmo por parte das primeiras participantes este
questionario foi modificado passando a serem feitas entrevistas abertas e orais com a
psicéloga ou com os médicos (WISNIEWSKI et al., 2000). A natureza das questdes
cobriu detalhes de suas condigdes de vida, religido, vida social (tempo gasto com
colegas e amigos do mesmo sexo ou do sexo oposto), encontros, romances ou
casamento (experiéncia e duragdo de qualquer tipo de sexo e diregdo sexual), € em que
grau elas se experimentam masculinas ou femininas e quanto incertas elas se sentem a
respeito de seu género.

Mutheres adultas com CAIS (n=7), com idades entre 19 — 52 anos, bem
como seus controles pareados (irmas, primas e mulheres adultas pareadas por idade)
da mesma familia forneceram respostas orais as questdes a respeito de suas
preferéncias sexuais. Pais de 3 meninas com CAIS responderam a questdes sobre

atividades tipicas e brincadeiras das criangas (inclusive do caso indice).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DO HEREDOGRAMA

Foram identificados 19 membros afetados com CAIS na familia (FIGURA
5), distribuidos em 4 geragdes (5 deles eram desconhecidos do caso indice). Dezesseis
pacientes vivas com CAIS foram identificadas. Foram descritas 3 pacientes falecidas
com os mesmos sinais clinicos de amenorréia e pilificagdo esparsa. A analise do
heredograma revelou também 14 mulheres portadoras.

Das 16 pacientes vivas, um primeiro grupo de 13 mulheres (13/16) tinham
histéria clinica que indicava claramente o diagnéstico de CAIS e aceitaram fazer
caridtipo e analise de DNA para a mutacdo do RA. Entretanto 3 pacientes ndo
completaram o estudo. Um segundo grupo de 3 mulheres (3/13) recusou fazer
qualquer exame e foram consideradas como portadoras de CAIS com base nos dados

referidos por seus parentes de primeiro grau.

42 ANALISE DA MUTACAO DO GENE DO RA

O gene do RA de individuos da familia estudada foi caracterizado por
seqienciamento direto de DNA. Uma muta¢do de ponto localizada no exon 2 no
nucleotideo 2089 foi identificada. A mudan¢a de G (guanina) para T (timina) resulta
na substituicio de cisteina por fenilalanina no cédon 576 (C576F), localizado no
dominio de ligagdo ao DNA, resultando na perda da integridade do primeiro dedo de
zinco do receptor androgénico, o qual ¢ critico para a ligagdo com o DNA (FIGURA

6). Esta mutagdo ja havia sido descrita por CHANG e colaboradores (1991).
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FIGURA 6 — MUTAGAO DO GENE DO RECEPTOR ANDROGENICO C576F

Exon 1 Exont s | Exonve | Exony | Exons
Dominio de fDominio de Dominio de Ligacao
Regulacao da 1Ligacao ao ao Androgénio
Transcricao : DNA

§ s |
K e C576F -

 desfazo 19 ,

| dedo de Zn :

1

—————d

- -

Com a mutagab o receptor
nao se liga ao gene alvo

VAN/ANV/A

Oitenta e nove mulheres, incluindo 13 pacientes 46,XY (individuos com
CAIS) foram triadas para a presen¢a da mutagdo C576F, utilizando-se um protocolo
simplificado, PCR alelo-especifica, o qual claramente discrimina entre pacientes com
CAIS e ndo afetadas e portadoras.

A mutagdo C576F do AR foi encontrada em 11 mulheres 46XX (11/76, 14%)
e confirmada em 13 individuos 46,XY. A constatagdo de um produto de PCR com o
primer 2089G ¢ diagnostico da seqiiéncia do alelo normal de RA (guanina na posigédo
2089) e com o primer 2089T ¢ diagndstico da mutagdo de ponto (T em 2089).

Mulheres com CAIS produzem uma banda com o primer 2089T e nao com
o primer 2089G. Amostras de individuos normais sem a mutagdo apresentam uma
banda com 2089G e ndo com 2089T. Portadoras possuem um gene mutante € um gene
normal, portanto exibem produtos com ambos os grupos de primers (FIGURA 7). A

muta¢do foi encontrada da primeira a quarta geragao (FIGURA 5).
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FIGURA 7 — DIAGNOSTICO ATRAVES DA PCR ALELO-ESPECIFICA

CAIS Portadora Normal

Marcador 1 2 3 1 2 3 1 2 3
de75pb ¢ m n

NOTA: As colunas 1, 2 e 3 correspondem aos produtos dos alelos controle (c), mutante (m) e normal (n),
respectivamente.

1

Uma analise representativa de PCR foi realizada com amostras de DNA de 3
individuos: uma paciente com CAIS, uma mulher carreadora da mutagdo e um
individuo normal sem a muta¢do. A amplificagdo de PCR foi executada empregando-
se 3 grupos de primers para cada amostra de DNA, e depois foram analisados apds
eletroforese em gel de acrilamida como descrito em material e métodos.

O primer G2089 (forward) detecta a seqiiéncia do alelo normal,
conseqiientemente esta banda ¢ amplificada nas mulheres nio afetadas e portadoras, mas
nao, nas mulheres com CAIS. O primer T2089 (forward) detecta a seqii€éncia mutante,
conseqiientemente esta banda ¢ observada nas mulheres afetadas e portadoras e nao, nas
mulheres normais sem CAIS. A coluna 1 ilustra o produto amplificado usado como
controle positivo interno (usando um primer forward com o mesmo reverso para
amplificar todo o exon 2 com 210 pares de bases), o qual revela a existéncia de amostra

adequada de DNA e condigdes ideais para amplificagdao de DNA.
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43  ASPECTOS CLINICOS

43.1 Dados quanto a Pilificagdo, Hémia Inguinal, Dosagens Hormonais e

Comprimento Vaginal

Dados clinicos de 10 pacientes com CAIS estdo resumidos na tabela 5. Os niveis de
testosterona sérica variaram de 43,4 até 90,4 ng/mL, média de 60,3 ng/mL (Valor de referéncia
para homens adultos 3-10 ng/mL), os niveis de LH variaram entre 8,2 até¢ 20,2 UI/L, média
de 15,5 UI/L (Valor de referéncia para homens adultos: 3,6-17,1 UI/L) e todas as
pacientes adultas feminizaram espontaneamente na puberdade. Elas apresentavam
achados similares, genitalia externa feminina, desenvolvimento mamario, amenorréia
e auséncia de pilificag@o sexual secundaria.

Trés das pacientes exibiam pilificagdo pubiana escassa (Tanner P2 -
pilificacdo esparsa, pélos pouco pigmentados, levemente enrodilhados, ao longo dos
grandes labios) ao invés de auséncia completa de pélos. Cinco das pacientes (5/10)
apresentavam hérnia inguinal. O comprimento vaginal variou de 2 até 4 cm, as 2
criancas nio foram avaliadas. As pacientes n®7 ¢ n°8 n3o possuiam dados do

comprimento vaginal prévio a dilatagido vaginal.

TABELA 5 — DADOS CLINICOS DE 10 PACIENTES COM CAIS

Caso Idade Pilificagdo  Pilificagdo Hérnia Dosagens Hormonais * Comprimento vaginal
(anos) pubiana axilar Inguinal  Testosterona(ng/mL)/ LH (UI/L) prévioa‘

1* 15 Nao Néao Néo 72,8 ng/mL/ 8,2 UlIL 2cm

2 19 N&o Nao Nao 90,4 ng/mL /20,2 Ul/L 4 cm

3 28 Escassa N&o Sim 43,4 ng/mL /12,4 Ul/L 3-4cm

4 30 Néo Nao Sim 50,6 ng/mL /17,2 UL 3-4cm

5 32 Escassa Nao Nao 55,0 ng/mL /17,4 Ul/L 4cm

6 34 Escassa Nao Nao Nao mensurado 2-3cm

7 48 Né&o Nao Sim N&o mensurado N&o mensurada

8 52 Nao Ndo N&o 45,6 ng/mbL./ 18,0 UL Nao mensurada

9 3 Nao Nao Sim N&o mensurado Nao mensurada

10 0.5 Nao Néo Sim N&o mensurado Nao mensurada

NOTA: * Caso indice. * Dosagens hormonais prévias a gonadectomia & Valor referido por todas as pacientes na
época que iniciaram a atividade sexual e auto-exploragao, exceto o caso indice e as pacientes n.° 7 e n.’ 8,.
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4.3.2 Hémia Inguinal e Gonadectomia

Cinco pacientes (5/10) apresentavam hérnia inguinal bilateral, sendo 2 ainda
criangas (TABELA 5). Uma das criangas (caso 9) realizou herniorrafia, € a outra (caso
10) ainda nao decidiu fazer a cirurgia. Estas 2 criangas serdo submetidas a
gonadectomia apds a feminizagdo puberal completa, conforme decisdo dos pais apos
receberem informagdo dos médicos quanto aos riscos € beneficios de manutengio das
gonadas. A paciente n° 2 esta providenciando a gonadectomia. Sete pacientes (7/10)
foram submetidas a ressecgdo das gonadas (TABELA 6). Com excegdo da paciente
indice, todas as pacientes desta familia quando foram gonadectomizadas tinham mais
de 20 anos.

Trés pacientes adultas (3/16) que abandonaram o estudo estdo
providenciando a retirada das gonadas em outros centros, enquanto as outras 3 (3/16)
que se recusaram desde do inicio a participar deste estudo ja tinham se submetido a

gonadectomia em outros centros.

TABELA 6 — IDADE DA GONADECTOMIA, TUMORES TESTICULARES E DENSIDADE MINERAL OSSEA
ANTES DA GONADECTOMIA.

Caso Idade Idade da Tumor Testicular DMO antes da
(anos) Gonadectomia gonadectomia
1 15 14 N&o Normal
2 19 N&o operada Nao operada Nao realizada
3 28 27 Hamartoma Bilateral Normal
4 30 29 Nao Normal
5 32 3 Hamartoma/ Normal
Seminoma
6 34 21 Néao Normal
7 48 28 Nao Normal
8 52 32 Seminoma® Normal
51 testiculo Normal
3 Nao operada Nao operada Nao realizada
10 0.5 Nao operada Nao operada Nao realizada

NOTA: ®Seminoma ressecado aos 32 anos de idade seguido de 1 ano de quimioterapia (1981-1982), enquanto
o testiculo contralateral foi ressecado aos 51 anos e estava normal ao exame histopatologico.
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4.3.3 Histopatologia das Gonadas

Trés pacientes (3/7) apresentavam tumores testiculares, e 5 pacientes (5/7)
apresentavam testiculos normais (TABELA 6). O maior diametro dos testiculos
normais foi de 2,0 x 3,0 cm. Seminoma unilateral foi encontrado em 2 pacientes, aos
28 e 30 anos de idade, com 4,5 x 6,0 cm e 5,5 x 7,0 cm respectivamente.

Duas pacientes tinham hamartoma, apenas unilateral numa paciente e bilateral na
segunda, com o maior diametro variando entre 3,5 e 5,5 cm. Nenhuma evidéncia de tubulos
seminiferos ou epididimo foi encontrada em qualquer das pacientes gonadectomizadas. Os
hamartomas eram compostos de mL'lltip,los focos de tubulos com células de Sertoli e com o
estroma contendo hiperplasia de células de Leydig.

Uma das pacientes com seminoma apresentava um hamartoma contralateral
(FIGURA 8: Testiculos B e C), e a segunda paciente com seminoma possuia o outro
testiculo normal, o qual foi removido durante esta investigag@o, 20 anos apds a retirada
do seminoma (FIGURA 8: Testiculo A). Dois seminomas e 3 hamartomas foram
completamente removidos e ndo foram observadas complicagdes pos-cirurgicas ou

focos de metastase através de tomografia computadorizada de torax, abdémen e pelve.

FIGURA 8 - MACROSCOPIA DOS TESTICULOS

NOTA: Testiculo normal (A) e neoplasia variando desde lesGes minimas somente vizualizadas com a
microscopia (hamartoma — B) até o seminoma classico (C).



43.4 Densidade Mineral Ossea Antes da Gonadectomia

Todas as pacientes que realizaram densitometria Ossea apresentavam
densidade mineral dssea dentro do normal para idade e sexo feminino (TABELA 6). O
exame foi avaliado antes da gonadectomia ser realizada. Uma paciente que apresentou
seminoma ressecado aos 32 anos de idade foi mantida com a gonada contra-lateral
até os 51 anos (testiculo normal) e apresentou densidade mineral 6ssea normal para o

sexo feminino nessa idade, sem nunca ter feito reposi¢do hormonal.

44 METODOS DE AMPLIACAO VAGINAL

Duas pacientes com CAIS preferiram a cirurgia plastica como método de
amplia¢do vaginal usando intestino delgado (caso indice) ou enxerto de pele da coxa
(TABELA 7). As pacientes restantes optaram por dilatagdo vaginal mecdnica cronica,
através do coito. Além do coito, 1 paciente (caso 3 da TABELA 7) empregou cilindros
de plastico flexiveis. Este tratamento ndo cirirgico obteve sucesso em atingir um
tamanho razoavelmente esperado da vagina em 4 de 5 pacientes apos um periodo de 2
a 4 anos. Avaliagdes das 2 pacientes com vaginoplastia 1 ano apds a cirurgia ndo
mostrou nenhuma complicagdo tal como secre¢ao vaginal, dispareunia ou prolapso da

neovagina.

TABELA 7 — METODOS DE AMPLIAGAO VAGINAL EM 8 PACIENTES COM CAIS

Caso Status Marital Método de ampliagao Idade da primeira  Comprimento vaginal
vaginal relagdo sexual prévio*/ atual

1 Solteira Vaginoplastia com intestino  Nunca 2cm/ 14 cm
sigmoide

2 Solteira Dilatagdo mecanica 14 4cm/9cm

3 Noiva Dilatagao mecénica 15 3-4cm/8cm

4 Casada Dilatagao mecanica 16 3-4cm/10cm

5 Solteira Dilatagdo mecanica 18 4cm/6cm

6 Casada Neovagina com enxertode 17 2-3cm/16cm
pele da coxa

7 Casada Dilatagdo mecanica 18 Nao mensurada

8 Casada Dilatagdo mecanica 19 Nao mensurada / 10 cm

NOTA: * valor referido por todas as pacientes, exceto o caso indice e as pacientes n.° 7 e n.° 8, na época que
iniciaram a atividade sexual e auto-exploragéo.
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4.5 ASPECTOS SOCIO-COMPORTAMENTAIS

O diagndstico completo de CAIS nao foi revelado para todas as pacientes.
Os pais tomaram a decisdo de revelar ou nédo a discordancia entre o sexo genético e o
sexo fenotipico para as pacientes menores de idade, baseados numa previsdo de um
impacto psicologico negativo para o individuo. Da mesma forma, por sugestdo de
alguns parentes mais instruidos, foi acatado o desejo de nao revelar o sexo genético
das pacientes. Ambas as decisdes resultaram em 9 (9/16) pacientes vivas que, até o
presente, ndo sabem todos os detalhes de sua doenga, sendo mais comum nio ter sido
revelado sobre o padrdo genético masculino e a presenga de testiculos. Nestes casos, as
pacientes ficaram sabendo que tinham uma “gdnada com caracteristicas parecidas com
testiculos que produziam testosterona”. Algumas destas 9 pacientes sabiam que tinham
o cromossomo Y e evitaram saber o significado. Trés destas 9 pacientes tinham mais
de 40 anos de idade. Das 16 pacientes afetadas vivas, 5 sdo menores de 18 anos (todas
na geragdo IV). As 11 mulheres adultas vivas possuem entre 18 e 67 anos, 6 sdo
casadas, 3 sdo noivas e 2 permanecem solteiras (uma ¢ freira).

A maioria das mulheres portadoras da muta¢do C576F expressou medo de
ter uma filha com CAIS, e algumas deliberadamente aprovariam o aborto. Algumas
portadoras se sentiram estigmatizadas por possuirem a mutagdo do RA. No curso deste
estudo, uma carreadora (individuo III.5) engravidou, entretanto o diagnésticq pré-natal
de CAIS ou de sexo genético, bem como aborto estavam totalmente fora de questdo, e
ela deu a luz uma segunda crianga com CAIS.

A paciente afetada mais velha da familia (I.1, FIGURA 2) tinha 74 anos e
faleceu durante esta investigagdo. Ela nunca tinha casado e aparentemente apresentava
boa saude. Ela era uma das pacientes que se recusaram a fazer qualquer tipo de exames
e ndo tinha realizado gonadectomia. As causas da morte, aos 46 ¢ 51 anos de idade,

das outras 2 pacientes descritas com sinais clinicos de CAIS sao desconhecidas.
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4.6 IDENTIDADE SEXUAL

As sete pacientes adultas descritas nas tabelas 5, 6 e 7 relataram que gostam
da sua aparéncia feminina, estdo interessadas exclusivamente em parceiros masculinos
e todas tém o propdsito de casar e adotar uma crianga. Quatro delas (4/7) pretendem se
relacionar com varios parceiros masculinos antes de dar um passo definitivo com o
casamento. Duas delas, que ja estdo casadas, adotaram criangas. Todas as 7
experimentaram relagio sexual apenas com parceiros masculinos. A idade da primeira
relagdo sexual variou entre 14 e 19 anos. A maioria delas apresenta alguma
preocupag¢do quanto ao romance € encontros com receio de alguma reagdo do parceiro
perante a falta ou a escassez de pélos pubianos, e, principalmente, por terem uma
vagina curta. As 7 pacientes se sentiram desconfortaveis ou irritadas quanto a questdes
sobre o que elas achavam da homossexualidade, ou mais precisamente, se elas se
sentiam sexualmente atraidas por mulheres ou se possuiam pensamentos ou fantasias
sexuais com mulheres.

Sobre o desejo sexual, todas, sem excegdo, se sentiam atraidas por parceiros
masculinos e manifestavam algum grau de fantasia nos relacionamentos que tiveram
ou quiseram ter com os homens. As respostas sobre a libido foram muito variaveis,
impossibilitando qualquer conclusdo sobre um padrio de libido.

A analise do comportamento sexual da adolescente e das 3 criangas néo foi
considerada. No entanto brincadeiras tipicas de meninas foram evidentes durante as
avalia¢des e das respostas de seus pais. Todas as pacientes referiram o desejo de apoio

emocional para enfrentar o diagnostico de CAIS.
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4 DISCUSSAO

Devido a raridade da CAIS, ndo ha na literatura familias com um niumero
consideravel de casos, € muitos pacientes com diagnostico de CAIS nio apresentam
avaliagdes moleculares e detalhamentos clinicos. Neste estudo temos a oportunidade
de estudar 19 pacientes com CAIS numa mesma familia, o que ultrapassa o estudo
ZHU e colaboradores (1999) que publicaram 17 casos da doenga.

Mais de 200 mutagdes diferentes no gene do RA foram descritas

(GOTTLIEB, 2002, http://ww2.mcgill.ca/androgendb/AR23C.pdf). Estas mutagdes

variam desde uma mutagdo de pontdb, como da familia deste estudo, até uma delegio
completa do gene do RA e resultam em varios graus de resisténcia do AR e num amplo
espectro fenotipico da AIS. Entretanto nem sempre existe uma relagdo clara entre a
apresentagdo clinica (fenotipo) e a natureza da muta¢do de RA. As mutagdes de ponto
com substitui¢do de apenas um aminoacido sdo muito mais comuns do que todos os
outros tipos de mutagdes. Foram descritas 134 mutagdes de ponto, com substituicdo de
apenas um aminoacido, causando CAIS, 104 PAIS, 10 MAIS e 4 mutagdes em
individuos normais (GOTTLIEB e al, 1999). A maioria das mutagdes esta
localizada entre os exons 2 e 8 do RA. Mutagdes no exon 1 do gene do RA sdo menos
freqiientemente encontradas do que nos outros exons, devido, em parte, a menor
exigéncia na estrutura protéica aminoterminal codificada por este exon (LA SPADA
et al., 1991). Apenas 26 mutagdes foram descritas no exon 1 do AR, causando AIS.
Seis mutagdes foram atribuidas a pequenas dele¢des ou inser¢des causando CAIS
(QUIGLEY et al., 1995, GOTTLIEB et al., 1999).

O DLD que ¢é codificado pelos exons 2 e 3 tem a seqiiéncia de aminoacidos
mais conservada em relagio aos mesmos dominios encontrados nos receptores da
superfamilia do receptor retindide (KUMAR & THOMPSON, 1999; FREEDMAN,
1992). Mutagdes nos exons 2 e 3 causam AIS, estas geralmente permitem que o
receptor se ligue ao esteroide, mas ndao ao DNA. Devido a aparente normalidade da

ligagdo ao androgénio, tais pacientes foram inicialmente considerados como tendo
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defeitos na regido pos-receptor. Com o entendimento dos dominios funcionais do RA
foram esclarecidas as bases destes defeitos. Os exons 2 e 3 codificam o primeiro e o
segundo dedos de zinco do DLD, respectivamente. Desde que a ligagao do receptor
com o gene alvo € fundamental para a atividade transcripcional do AR, fica claro que
a falta total de ligagao com o DNA do gene alvo esta associada com CAIS (QUIGLEY
et al., 1992; ZOPPI1 et al, 1992). Mutagdes nos exons 2 ¢ 3 (DLD) usualmente
causam CAIS (McPHAUL et al., 1993, GRIFFIN, 1992), porém nem sempre
(WEIDEMANN et al., 1998).

Para confirmar o diagndstico de CAIS, o gene do RA foi caracterizado por
sequienciamento direto do DNA, e um teste diagnostico foi desenvolvido. Foi
identificada uma mutagao de ponto no nucleotideo 2089 no DLD, mudando o codon
576 de TGT para TTT, que resulta em substituigdo de uma cisteina por uma
fenilalanina (C576F). Mutag¢des de ponto nos exons de 4 a 8 que codiﬁcam o DLA tém
sido descritas em pacientes com PAIS e CAIS (TRAPMAN, 1996). Esta regido
carboxi-terminal de ligagdo ao hormonio esta intacta na mutagdo C576F, sem alterar a
ligagdo ao hormoénio. A mutagiio C576F do RA prejudica sua ligagdo ao DNA,
demonstrando que esta mutagdo é a base da CAIS existente nesta familia. A mutagdo
do RA C576F nesta familia ¢ transmitida de forma vertical de acordo com uma
heranga recessiva ligada ao X.

Neste estudo ha uma relagdo clara entre o tipo e a posi¢do da mutagdo € o
fendtipo resultante. CYS 576 € um dos 4 residuos indispensaveis para ligagdo a um
atomo central de zinco, formando uma al¢a que constitui o primeiro dedo de zinco do
DLD. Foram descritas 4 mutagdes com substitui¢do da cisteina, alterando o primeiro
dedo de zinco (CHANG et al.,, 1991; ZOPPI et al.,, 1992; SULTAN et al., 1993),
sendo uma delas descrita por CHANG e colaboradores (1991), a mesma encontrada
neste estudo. Depois da identificagdo da mutag@o pelo seqiienciamento automatico de
DNA, foi desenvolvido um ensaio de PCR alelo-especifico que simplificou a triagem
de um maior nimero de amostras e a identificagdo de portadoras e de pacientes com

suspeitas de CAIS.
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Para todas as portadoras foi oferecido aconselhamento genético com orientagdo
sobre o risco de nascimento de uma crianga com CAIS. Foi respeitado o posicionamento
final de cada portadora com relag@o a ter ou nao filhos, abortar ou adotar filhos.

Todos os membros 46,XY da familia que carregam a mutagdo apresentam sinais
clinicos similares, confirmando que a variagdo fenotipica em familias com CAIS é muito
rara (BOEHMER et al., 2001). Entretanto RODIEN e colaboradores (1996) descreveram a
mutagdo M7801 no exon 6, no dominio de ligagdo ao androgénio, causando na mesma
familia fenotipos diferentes, 2 irmas com CAIS com pilificag@o pubiana (Tanner P2) e um
individuo com a mesma mutagdo apresentando PAIS com hipospadia perineoescrdtal e
criptorquidismo. Conseqtientemente, o defeito molecular do AR pode ndo ser suficiente
para predizer o fenotipo em familias com AIS. A influéncia do niumero de repeti¢des de
CAG no dominio de transativagdo do RA M780I pode originar CAIS ou PAIS. A atividade
transcripcional do RA com a mutagdo M780I pode ser, em contraste com o RA normal,
consideravelmente aumentada por elevadas concentragdes de androgénios. Foi observada
uma relagdo inversa entre o numero de repetigdes CAG e a atividade do AR que sofreu a
mutacio M7801 (KNOKE et al., 1999).

O desenvolvimento de derivados dos ductos de Wolff e o aparecimento de
pilificagdo pubiana sdo eventos dependentes de androgénios (QUIGLEY et al., 1995).
Todavia 3 das pacientes com CAIS deste estudo, ao invés de terem auséncia completa de
pilificagdo, apresentavam pilificagdo pubiana escassa (Tanner P2), sugerindo que algum
mecanismo ainda desconhecido poderia ter um papel contribuinte no crescimento dos
pélos pubianos através de outros fatores, tais como citoquinas e fatores de crescimento
(JANKOVIC, 1998), ou, menos provavelmente, que o receptor mutante ainda poderia ter
alguma atividade nesses 3 individuos. BOEHMER e colaboradores (2001) descreveram
que todas as pacientes com CAIS pés-puberais apresentavam pilificagdo pubiana (Tanner
P2) e vestigios dos ductos de Wolff, uma afirmag¢do ndo completamente aceita por
QUIGLEY e colaboradores (1995). No estudo de WISNIEWSKI e colaboradores (2000),
12 de 14 mulheres com CAIS apresentavam alguma pilificagdo pubiana, fina (Tanner P2),

sugerindo que a presenga de “velus” ndo € dependente de androgénios.
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Para ZENTENO e colaboradores (2002), a variagao fenotipica associada com
mutagdes idénticas no gene do RA ¢, provavelmente, devido a diferencas funcionais
nas moléculas correguladoras do AR. Porém foram avaliados somente pacientes com
PAIS com a mesma mutagao. A concordancia completa entre a mutagdo encontrada no
AR e o fendtipo ocorre em 75% dos casos. As muta¢des com variagdes no fenotipo
geralmente ocorrem no DLD e no DLA. Embora a patogénese destas diferengas ainda
ndo tenha sido estabelecida, especula-se que elas possam refletir a influéncia de outros
genes ou mecanismos que servem tanto para acentuar, como melhorar a atividade do
gene do RA mutante ( McPHAUL & GRIFFIN, 1999).

Neste estudo, 5 de 10 pacientes (50%) apresentavam hérnia inguinal,
concordando com AHMED e colaboradores (2000), os quais descreveram que, em
41% dos casos de CAIS, é a hémia que leva ao diagnostico desta patologia e
enfatizaram a importdncia de considerar AIS em qualquer menina com hérnia
inguinal. VINER e colaboradores (1997), ja relataram uma maior freqiiéncia de hérnia,
76% de 29 casos de CAIS. Por outro lado, JANIELLO & ATWELL (1962) e
PERGAMENT e colaboradores (1973), reportaram que do grupo de criangas com
hérnia, 1-12% delas tinha AIS. Estes autores afirmam que o cariotipo esté indicado em
todos os casos de hémia inguinal em meninas.

Ha um amplo debate quanto a idade da gonadectomia das pacientes com
AIS. Nio ha consenso entre os autores quanto a melhor idade, se pré-puberal ou pés
puberal. No estudo de WISNIEWSKY e colaboradores (2000), 78% das mulheres
portadoras de CAIS indicaram que a idade mais apropriada para a remogdo das
gdnadas seria durante a adolescéncia ou no inicio da fase adulta, propiciando uma
discussdo aberta entre a paciente, a familia e o médico. No presente estudo, foi
unanime a decisdo dos pais das pacientes adultas com CAIS sobre a idade da
gonadectomia, que preferiram posterga-la até que a feminizagao estivesse completa. A
paciente que foi mais precocemente operada, aos 14 anos de idade, ja se apresentava
com desenvolvimento mamario completo. Nas 2 criangas, os pais também optaram por

aguardar o desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios na puberdade.
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O desenvolvimento espontaneo das mamas na puberdade pode melhorar a
auto-estima da adolescente com CAIS, e a ressecgdo das gonadas pode ser realizada
num clima de discussoes e consentimento informado. A favor desta idéia, salienta-se o
fato de que ha também um bom progndstico dos tumores testiculares quando o
diagnostico € precoce, e ha uma baixa incidéncia de tumores invasivos antes dos 30
anos (3,6%) (HANDA et al., 1995; QUINT & STRICKLAND, 2001). Para QUINT &
STRICKLAND (2001), a paciente adolescente com CAIS apenas necessita saber que o
desenvolvimento mamario sera normal, mas ela nao tem utero e, conseqiientemente,
ndo tera menstruagdes. Estes autores afirmam ainda que apds a adolescéncia ha
também necessidade de preparo psicologico da paciente para a gonadectomia, aumento
da vagina, terapia de reposi¢do hormonal e aceitagdo da sua condigdo de infertilidade.
AHMED e colaboradores (2000) e CASSIO e colaboradores (1990) ja
preferem que a ressecgdo das gonadas seja mais precoce, justificando que a menina
afetada sofrera menos stress se ndo for envolvida em todas as questdes que cercam este
procedimento. Estes ultimos autores argumentam ainda que a gonadectomia deve ser
realizada precocemente devido ao aumento da incidéncia de CIS em pacientes preé-
puberes com AIS. Células germinativas atipicas foram descritas por MULLER &
SKAKKEBAEK (1984) num testiculo criptorquidico que evoluiu para um tumor
invasivo 11 anos apds, confirmando o potencial pré-canceroso destas células. Além
disto, na experiéncia de CASSIO e colaboradores (1990), o retardo da remog¢édo das
gdnadas para apds o periodo puberal pode criar problemas de identidade sexual.
Carcinoma in situ é um precursor dos tumores de células germinativas dos
testiculos. As células do CIS sdo, provavelmente, derivadas de células germinativas
primordiais e supostamente estdo presentes nos testiculos desde o nascimento. O
diagnéstico ¢é realizado através de bidpsia  testicular € com subseqiiente
imunocitoquimica com FAP. Ha positividade da FAP no CIS, no seminoma e em
outros tipos de tumores de células germinativas, porém ¢ usualmente negativa nas

células germinativas.
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DIECKMANN & SKAKKEBAEK (1999) observaram CIS em todos os grupos
com risco conhecido para o desenvolvimento de tumores testiculares: criptorquidia (2—
4%), infertilidade (0—1%), genitalia ambigua (25%) e testiculo contra-lateral com cancer
(5%). De modo oposto, CIS ¢ encontrado em menos de 1% da populagdo masculina
normal, e esta prevaléncia corresponde ao risco normalmente esperado de tumores de
testiculos em homens. Se o CIS nao for extirpado, ha uma probabilidade de 50% de
progressdo para uma neoplasia de c€lulas germinativas em 5 anos.

A presenga de CIS nos testiculos de 3 de 8 pacientes consecutivas com AIS por
MULLER & SKAKKEBAEK (1984) aos 2 meses de vida e aos 13 ¢ 14 anos de idade
(TABELA 8) geraram a recomendagdo da realizagdo da bidpsia gonadal na ocasido do
diagnostico da AIS. Se a bidpsia apresentar carcinoma in situ eles advogam gonadectomia
imediata. Se a bidpsia for realizada na infancia e apresentar resultados negativos, deve-se
repetir a bidpsia na puberdade desde que a exatiddo de uma unica biopsia ndo permita saber se a
gonadectomia pode ser deixada para o futuro. Esta recomendacio de que o paciente faga
bidpsias seriadas e que a gonadectomia seja baseada no resultado das bidpsias, ndo recebeu
aceitagdo universal .A maior incidéncia de CIS em goénadas de pacientes com AIS foi descrita
por CASSIO e colaboradores (1990), que encontrou CIS em 8 de 9 pacientes com PAIS, destes
5 eram pré-puberes e todos apresentam CIS (TABELA 8).

TABELA 8 — RELATOS DE ESTUDOS DE 8 OU MAIS PACIENTES COM AIS ~ IDADE DA GONADECTOMIA E
PRESENCA DE TUMORES TESTICULARES

Referéncia n° <20 anos >20anos Tumor Testicular
(primeiro autor) €asos Seminoma Hamartoma Qutros

Morris, 1963 181 3 casos 37 casos 38 1 1 Teratoma

Muller, 1984 8 8 casos” 3 Carcinomas in situ
Cassio, 1990 17 17 casos’ 8 Carcinomas in situ
Rutgers, 1991 43 ? ? 2 27 1 Carcinoma in situ

10 Adenomas de Cel. de Sertoli
1 Tumor do Saco Vitelinico

Lucusa, 1991 14 ? ? N3o
Ramani, 1993 23 ? ? N&o
Ahmed, 2000 81 54 casos 23 casos 2
Slowikoswka-Hiczer, 2001 10 ? ? N&o
Pavan-Senn, 2002 19 1 caso 7 casos 2 3

NOTA: # Nestes estudos foram avaliadas criangas e adolescentes apenas para a presenga de carcinoma in situ
nas génadas. Trés pacientes com AlS apresentavam CIS em idades precoces, sendo uma aos 2 meses e as
outras duas com 13 e 14 anos (MULLER, 1984). O maior achado de CIS testicuiar em pacientes com AIS foi
descrito por CASSIO, et al., 1990, em 7 pacientes pré-puberes com AlS.
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Mesmo reconhecendo o maior risco de malignizagdo das gonadas (TABELA
9), como seminoma em pacientes aos 14 anos (HURT, 1989), 15 anos
(GRUMBERGER, 1981) e aos 16 anos (HORCHER, 1983), estes autores
recomendam também que a gonadectomia seja realizada logo apds a feminizagédo
puberal. Como suporte adicional para a ressec¢do gonadal mais tardia, os tumores de
células germinativas tém um bom prognostico e podem ser identificados precocemente
com exames de imagem (Ultrassonografia ou Ressonancia Nuclear Magnética).
HORCHER e colaboradores (1983) relataram o caso de uma paciente que foi
diagnosticada com AIS aos 15 anos de idade. Com base na recomendagdo de que os
pacientes com AIS devem reter a gdnada até que haja uma feminizagdo completa na
puberdade, optou-se por manter as goénadas e ndo realizar uma gonadectomia
profilatica. Quando a paciente atingiu os 16 anos de idade, ela foi submetida a cirurgia
devido a dor na regido inguinal esquerda. O testiculo esquerdo estava parcialmente
dentro do canal inguinal e causava dor. O testiculo direito que estava livre dentro do

abdome; continha um seminoma (TABELA 9).

TABELA 9 — RELATOS DE CASOS DE PACIENTES COM AIS, IDADE DA GONADECTOMIA E AVALIAGAO DE

TUMORES TESTICULARES
Referéncia n® <20 anos >20 anos Tumor Testicular
(primeiro autor). casos Seminoma Hamartoma Qutros
Bjersing, 1977 1 58 anos 1
Grumberger, 1981 1 15 anos 1
Horcher, 1983 1 16 anos 1
Lecca, 1988 2 Sim 1 2 carcinomas embrionarios
Hurt, 1989 1 14 anos 1
Corsan, 1994 1 16 anos 1 Carcinoma in situ
Chantilis, 1994 1 20 anos 1 1
Handa, 1995 1 17 meses 1 Tumor do Saco Vitetinico
Chen, 2000 1 14 anos 1
Chatelain, 2000 1 ? ? 2
Quint, 2001 1 16 anos 2 Adenomas de Cel. de Sertoli
Ko, 2001 1 14 anos 1 Adenoma de Cel. de Sertoli
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Neste estudo os achados de tumores testiculares benignos e malignos foram
semelhantes aos descritos na literatura (TABELA §), incluindo hamartomas
encontrados em 3 pacientes € seminomas em 2. Analisando uma casuistica com 43
casos de AIS, RUTGERS & SCULLY (1991) encontraram 27 hamartomas (63%) e 2
seminomas (4,6%). Noédulos de hamartoma substituindo quase todo o parénquima
testicular normal foram encontrados numa paciente de 28 anos, a qual possuia um
seminoma no testiculo contra-lateral (CHANTILIS et al., 1994). Em contraste, numa
paciente com CAIS de 50 anos de idade, mesmo 20 anos apds a retirada de um
seminoma, a outra gonada foi encontrada completamente normal. Os tumores
testiculares podem ser bilaterais, tanto simultdneos como seqiienciais — por exemplo -
um seminoma pode se desenvolver num testiculo varios anos apods a remogéo do outro
(LEFEVRE et al., 1975).

RUTGERS & SCULLY (1991) encontraram 27 hamartomas (63%) e 2
seminomas (4,6%). Hamartomas de testiculos em pacientes com AIS sdo
freqiientemente descritos (LECCA et al, 1988; CHANTILIS et al, 1994
CHATELAIN et al., 2000; AHMED et al., 2000). CHEN e colaboradores (2000)
descreveram uma paciente com 14 anos de idade com hamartoma gonadal € com
testiculo contra-lateral normal (TABELA 8). A imunocitoquimica para FAP e para RA
foram negativas. Esta paciente optou por manter a gonada contra-lateral até se
beneficiar da feminizagdo puberal. A hiperestimulagdo do LH pode gerar hiperplasia
de células de Leydig que é freqlientemente vista em pacientes com CAIS. E possivel
que os hamartomas também sejam decorrentes desta hiperestimulagio do LH
(QUIGLEY et al., 1995).

Num estudo de 181 casos de AIS, MORRIS & MAHESH, em 1963 (citados
por QUIGLEY et al., 1995), encontraram uma incidéncia de 22% de tumores gonadais
malignos. A maioria era seminoma, mas também apresentavam um teratoma maligno e
um tumor de células de Sertoli-Leydig. Destas pacientes com tumores gonadais, uma

era adolescente, duas estavam entre 20 e 30 anos e as demais estavam com 30 anos ou

mais (TABELA 8).
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O caso de neoplasia mais precoce numa paciente com AIS foi descrito por
HANDA e colaboradores (1995), um tumor de saco vitelinico no testiculo esquerdo
de uma paciente de 17 meses de vida, 4 meses apos o diagndstico de AlS ser realizado
devido a herniorrafia e a bidpsia do testiculo (TABELA 9). Um caso de seminoma
metastatico numa paciente de 14 anos de idade foi descrito por HURT e colaboradores
(1989), sendo considerado o tumor de células germinativas mais precoce em pacientes
com AIS (TABELA 9).

Numa analise global da literatura dos casos de tumores em pacientes com
AIS, (TABELAS 8 e 9) as pacientes pré-puberes podem apresentar CIS (MULLER &
SKAKKEBAEK,1984; CASSIO et al., 1990), e ndo ha nenhuma descrigdo de tumores
de células germinativas até os 14 anos (HURT er al, 1989). Os tumores mais
freqlientemente encontrados e apresentados na tabela 9 foram seminomas (47) e
hamartomas (38). Estes tumores geralmente ocorrem apos os 20 anos de idade. Em
trés estudos (TABELA 8) ndo foram encontrados tumores em pacientes com AIS
(LUKUSA et al., 1991; RAMANI et al., 1993; SLOWIKOSWKA-HICZER, 2001).

Para calcular o potencial de desenvolvimento de tumores gonadais em
pacientes com AIS, MANUEL e colaboradores (1976) combinaram uma série de 23
casos de pacientes sem tumores com 82 casos da literatura médica e determinaram que
a probabilidade de desenvolvimento de tumores era de 3,6% aos 25 anos e de 33% aos
55 anos. Concluiram que “se um risco menor que 4% for aceitavel, pode ser
considerado um atraso na remog¢ao das gonadas até aproximadamente 30 anos”.

N3o encontramos alteragdes na densidade mineral dOssea das pacientes
avaliadas antes da gonadectomia. Uma das pacientes que foi submetida a segunda
gonadectomia, apenas apos os 51 anos de idade, apresentava niveis de densidade
mineral dssea normais. Ndo dispomos da DMO atual das pacientes. Estudos de
MARCUS e colaboradores (2000) demonstraram que as pacientes com CAIS
apresentam DMO normal, porém em niveis inferiores (z-escore: —1,5) do que as
pacientes com PAIS, mesmo antes da gonadectomia ser realizada, sugerindo um papel

direto do androgénio sobre a massa ossea.
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SMITH e colaboradores (1994) demonstraram que a DMO de um homem com
resisténcia aos estrogénios, devido a mutagdo no gene do receptor estrogénico, estava abaixo
da média para a mulher normal, sugerindo que os estrogénios tenham um papel chave na
mineralizagdo dssea de homens e mulheres. Além disto este homem continuava crescendo
aos 28 anos de idade com idade dssea de 15 anos (SMITH et al., 1994). Ha o caso de uma
paciente pseudo-hermafrodita feminina devido a uma mutagéo no gene da aromatase que ndo
apresentou o crescimento puberal e tinha atraso na maturagdo oOssea até que fosse feito
tratamento com estrogénio (CONTE ez al., 1994). Estes achados sugerem que a falta de
estrogénios no inicio da adolescéncia causa um atraso na maturagdo 0ssea tanto em homens
como em mulheres. Como as pacientes com CAIS com gonadas intactas apresentam um
crescimento normal na puberdade que é semelhante ao de mulheres normais (ZACHMANN
et al., 1986), porém inferior ao dos homens, ¢ sugerido que os estrogénios sdo importantes
para a maturagdo 0ssea no inicio da adolescéncia.

Ap6s a gonadectomia hd uma diminui¢do da massa ossea (MIZUNUMA et al.,
1998), e a terapia de reposigdo estrogénica aumenta a massa ossea em pacientes com AIS
gonadectomizados. A terapia de reposi¢@o com estrogénio € obrigatoria apos a castragdo das
pacientes com AIS para prevenir a perda dssea. Observou-se que a manuten¢io de uma DMO
adequada (SOULE et al., 1995; MUNOZ-TORRES et al., 1995) ndo era alcangada com
doses geralmente usadas para mulheres na poés-menopausa (0,625 mg de estrogénios
conjugados). MIZUNUMA e colaboradores (1998) utilizaram uma dose de 1,25 mg de
estrogénios conjugados em duas pacientes gonadectomizadas com AIS e obtiveram uma boa
resposta terapéutica, com aumento da DMO.

Ainda néo ha protocolos apropriados para definir o inicio e a dosagem da terapia de
reposigdo hormonal em meninas com AIS que foram submetidas a gonadectomia precoce, as
quais diferem de outras adolescentes hipogonadicas (por exemplo as pacientes com Sindrome
de Turner). Para assegurar o crescimento acelerado na puberdade ¢ aconselhavel que se inicie
a reposicdo hormonal aos 11 anos de idade 6ssea (ZACHMANN e al., 1986). E importante
monitorizar estas meninas quanto ao desenvolvimento esquelético, incluindo o estirdo

puberal, estatura adulta e mineralizagdo 6ssea.
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Todas as pacientes adultas com CAIS, com exce¢do de uma que ¢ freira, sdo
ou foram sexualmente ativas com parceiros masculinos, e, em algumas delas, a
dilatagdo vaginal apds coito repetido obteve sucesso na ampliagdo vaginal sem
necessidade de intervengdo cirurgica, uma observagdo que foi descrita previamente
(MOEN, 2000; BOEHMER et al., 2001). Apesar do sucesso da dilatagdo vaginal
mecanica neste estudo (n=5), a cirurgia plastica de vagina forneceu satisfagdo para
aquelas com atividade sexual regular, como descrito por HENSLE & REILEY, (1998).
Nosso numero limitado de casos de vaginoplastia, uma neovagina com enxerto de pele
da coxa e outra com sigmoide, ndo nos permite realizar um julgamento do melhor
procedimento entre a cirurgia ou a dllatagdao vaginal mecanica cronica. Duas razdes
comuns encontradas para termos mais pacientes que preferiram a dilatagdo vaginal
mecanica cronica a cirurgia foram o medo do desconforto da cirurgia ou de
complicagdes no pos-operatorio. Além disso, os bons resultados obtidos por aquelas
que fizeram apenas a dilata¢do vaginal mecéanica cronica, desencorajaram a decisdo
pela vaginoplastia. Numa analise da reconstrugdo vaginal com segmento intestino
sigmdide em varias condigdes de intersexo, a vaginoplastia apresentou poucas
complicagdes € propiciou uma boa qualidade de vida as pacientes. As pacientes
adultas referiram que a adolescéncia seria a época ideal para a vaginoplastia
(PARSONS et al., 2002).
A maioria das pacientes com CAIS neste estudo desconhecia as bases
clinicas de sua doenga. Neste contexto foi possivel avaliar os costumes sociais e
de casamento, além do sexo designado e infertilidade. Tanto o casamento,
quanto os costumes familiares das mulheres com CAIS sdo totalmente
consistentes com a designa¢do do sexo feminino ao nascimento. As mulheres com
CAIS estavam totalmente integradas com os afazeres domésticos € a sua estrutura
econdmica. A falta ou a escassez de pélos pubianos, a falta de menstruagoes, a
infertilidade e uma vagina curta e em fundo cego sao preocupagdes comuns as
pacientes com CAIS, criando obstaculos de fundo emocional para um

relacionamento saudavel com seus parceiros (WARNE et al., 1998).
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Esta situagdo dificulta, porém ndo impediu de serem notadas caracteristicas
tipicamente femininas nas pacientes deste estudo: mesmo sexo fenotipico, identidade
sexual feminina idéntica a de suas irmds e primas, interesse similar em sua aparéncia
feminina e interesse somente por parceiros heterossexuais, confirmando observagdes ja
feitas por outros autores em pacientes com CAIS com altos nivels de testosterona
plasmatica (MASICA et al., 1971; EHRHARDT & MEYER-BAHLBURG, 1979).

A orientagdo sexual € usualmente heterossexual em concordancia com o
fendtipo e sexo de criagdo femininos (MASICA et al.. 1971). Algumas mulheres com
CAIS deste estudo estdo casadas, adotaram criangas e mostraram ser excelentes maes
numa situa¢do que ja foi anteriormente bem descrita (MONEY et al., 1984). A soma
de todas estas caracteristicas permite classificar a paciente com CAIS como
inteiramente feminina.

Parece ndo ser ainda possivel precisar quando ocorre o periodo critico da
diferenciacdo cerebral nos seres humanos, se pré-natal e/ou pds-natal, ou ainda quando
se torna imprescindivel uma agdo androgénica ao nivel cerebral para causar uma
alteragdo permanente do controle do comportamento sexual masculino. Seja qual for
este periodo, ele ndo acontece nas pacientes com CAIS. Além do componente
hormonal a nivel cerebral, valorizam-se também os estimulos psicossociais
influenciados pela criagdo pds-natal também tipicamente feminina (EHRHARDT &
MEYER-BAHLBURG, 1979).

Mesmo néo sendo objetivo do presente estudo, ainda nao foi esclarecido qual
fator seria mais importante na determinagdo do comportamento sexual, o enddcrino, o
psicoldgico ou o social, e se haveriam outros fatores humorais, além dos androgénios,
capazes de interferir em grupos neuronais que parecem controlar o comportamento
sexual. Embora ndo seja apropriado para entender o comportamento sexual humano,
um modelo animal interessante ¢ o canto dos passaros que depende da agdo do
androgénio no sistema nervoso central associado a uma forma de comportamento
aprendido de um macho da mesma espécie para que se fixe permanentemente no

macho um cantico capaz de atrair a fémea da mesma espécie (ARNOLD, 1980).
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Todavia ainda ndo ¢ possivel atribuir uma importancia quantitativa da influéncia
destes fatores no comportamento sexual (WILSON, 1999).

Nio foi encontrado nenhum caso de homossexualismo neste estudo, porém
WISNIEWSKY e colaboradores (2000) relatam o unico caso encontrado na literatura
de uma paciente com CAIS que se sentia incapaz de realizar o ato sexual por ter uma
vagina curta e, embora nunca tenha tido atividade heterossexual, ela experimentou
grande satisfagdo com atividade homossexual, apesar de que, em sua adolescéncia, ela
apresentava fantasias sexuais heterossexuais.

A auséncia de androgenizagdo no periodo fetal nas pacientes com CAIS ¢
uma situagdo oposta pela qual passdm as pacientes 46,XX portadoras de hiperplasia
adrenal congénita (MONEY ez al., 1984). O fendmeno homossexual ou bissexual é
freqiientemente observado nas pacientes com hiperplasia adrenal congénita. Se o
mesmo critério for aplicado para as pacientes com CAIS, estas pacientes sdo
heterossexuais no concernente a genitalia externa e ao sexo de cria¢do (feminino), e
podem ser consideradas homossexuais conforme o critério do sexo cromossdmico
(46,XY) e do sexo gonadal (testicular) (MONEY et al., 1984). BERENBAUM e
colaboradores (2000) propdem que o comportamento masculino nas mulheres com
hiperlasia adrenal congénita e as brincadeiras masculinas nas criangas com hiperplasia
adrenal congénita sdo decorrentes, principalmente, dos altos niveis de androgénios no
periodo pré-natal e ndo do periodo pds-natal.

Estudos em animais confirmam a hipétese do “imprinting cerebral”, o qual
seria um periodo critico para o desenvolvimento do cérebro masculino na vida intra-
uterina (RUBINOW & SCHMIDT, 1996). Em estudos experimentais com animais esta
bem estabelecido que se a fémea for exposta a altos niveis de androgénios intra-utero,
ela vai exibir um comportamento tipicamente masculino com preferéncia sexual por

outras fémeas (GOY et al., 1988; WALLEN, 1996).
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Em contraste com a libido, a qual ndo € sexualmente dimorfica, a identidade
sexual é fundamentalmente diferente em homens e mulheres. Freqlientemente os estudos
quanto a identidade sexual, sdo realizados em pacientes com distirbios endocrinologicos,
particularmente em individuos com anormalidades do desenvolvimento sexual (WILSON,
1999). Mulheres com disgenesia gonadal geralmente apresentam fenotipo, identidade
sexual e comportamento sexual femininos. Sendo que estas mulheres apresentam baixas
concentracdes de estrogénios, estes parecem apresentar apenas um papel minimo na
identidade sexual (EHRHARDT et al., 1970).

As pacientes deste estudo referiram desejo sexual normal, mas ndo foi
possivel identificar a situagdo de sua libido. Muito embora existam evidéncias de que
os androgénios tenham um papel importante no estimulo da libido (efeito
“ativacional”) durante toda vida sexual em mulheres e homens, isto ndo fica restrito a
um efeito “organizacional” que acontece uma vez na vida como do “imprinting
cerebral”. A idéia de que mulheres com CAIS podem apresentar libido normal
(WISNIEWSKY et al., 2000) ndo ¢é tdo clara, se realmente fosse comprovada a
necessidade de estimulo androgénico para tal efeito.

A maioria das mulheres portadoras da mutagdo C576F expressou seu medo
de ter uma crianga com CAIS. SLIJPER e colaboradores (2000) descreveram que as
mulheres portadoras de mutagdes que causam AIS apresentam sentimentos de culpa
por serem maes de criangas portadoras de AIS.

Ainda € bastante debatida a questdo sobre “contar a verdade” para todas as
pacientes com CAIS e seus familiares. O consenso geral ¢ de revelar a doenga e
forecer sistemas de apoio as pacientes ao invés de encobrir a verdade, e a paciente vir
a descobrir por meios inapropriados a doenga, sem um sistema de apoio adequado
(NATARAJAN, 1996; SLIJPER et al., 2000). Nunca foi facil para os medicos explicar
aos pais e pacientes com CAIS a respeito da doenga, principalmente quando

descobrem que possuem um Cromossomo Y.
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No estudo de SLIJPER e colaboradores (2000), eles concluiram que em
pacientes adultas com CAIS a presenga do cromossomo Y parece causar um
sentimento de vergonha e uma influéncia negativa sobre a aceitagdo do corpo
feminino. Porém algumas mulheres com CAIS dizem que isto ndo é o mais ofensivo
(WARNE, et al., 1998). Elas falam que o maior problema ¢ o segredo, levando a
isolamento com falta de informagdo e apoio. As principais questdes para elas sio:
falta de menstruagdo, auséncia de pilificagdo pubiana e de odor corporal, tamanho da
vagina, e a preocupa¢do sobre como serdo percebidas por seus parceiros em suas
experiéncias sexuais. A falta de menstruagdes e a incapacidade de ficarem gravida sdo
fatores que diminuem a auto-estima de mulheres com CAIS (WISNIEWSKY et al.,
2000). Para a maioria das meninas a idade sugerida para esta explicagdo € entre 12 e
13 anos. Os pais sdo também encorajados a contar toda a verdade sobre o diagndstico
numa idade precoce (WARNE et al., 1998).

Apos reativagdo de lagos familiares e de receberem informagdes a respeito
da CAIS, algumas pacientes afetadas e portadoras necessitaram interferéncia meédica
constante e apoio emocional; a procura por suporte emocional também foi referida por
80% das mulheres com CAIS em outro estudo (WISNIEWSKY et al., 2000).

Na familia em estudo muitas mulheres aparentadas tiveram um papel chave
na coleta de informagdes sobre a genealogia e, sobretudo, em determinar quais das
suas parentes com CAIS n3o teriam estrutura emocional para receber todas as
informacdes sobre CAIS. O papel destas mulheres também foi crucial na dindmica de
um aconselhamento genético informal. Iniciativas similares ocorrem na Inglaterra,
onde tais mulheres coletam e coordenam as informagdes, recriando um novo senso da
familia sobre a questdo médica, e ajudando a traduzir o diagnéstico cientifico em

linguagem leiga (RICHARDS, 1996).
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4 CONCLUSOES

Este estudo apresenta o maior numero de pacientes com CAIS na mesma

familia e os fatores mais importantes foram:

1)

2)

3)

4)

3)

6)

A mutacao encontrada, C576F do AR, € responsavel pela AIS na familia
estudada;

algumas das pacientes com CAIS apresentaram pelo menos um fenétipo
diferente, pilificagdo pubiana esparsa (Tanner P2), sugerindo que um
mecanismo independente de androgénios, ainda desconhecido, parece ter
alguma influéncia sobre o crescimento dos pélos;

a longevidade de algumas pacientes com CAIS sem cirurgia, a melhora
da auto-estima durante a puberdade devido ao desenvolvimento mamario
espontineo, o bom progndstico dos tumores testiculares quando o
diagnostico € precoce, a facilidade da remogdo da gobnada, a baixa
incidéncia de tumores invasivos antes dos 30 anos (4%) sugerem que a
retirada das gonadas deve ser realizada apos o periodo puberal;

a dilatagdo mecanica da vagina foi o método de ampliagdo vaginal
preferido quando comparado com a vaginoplastia. O tratamento nao
cirurgico obteve sucesso em atingir um tamanho razoéavel da vagina em 4
de 5 pacientes apos um periodo de 2 a 4 anos;

o comportamento sexual das pacientes com CAIS ¢ completamente
feminino, o que € consistente com a idéia de que a completa falta de
androgénios induz a feminizagdo de individuos XY e

algumas pacientes apresentam estigmatizagdo por apresentarem falta de
menstruagdes, escassez de pilificagdo pubiana, infertilidade e uma vagina

curta e necessitam apoio psicolégico em longo prazo.
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P& HOSPITAL DE CLINICAS
@® UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHA

Curitiba, 28 de junho de 2.001.

limo (a) (s) Sr. (a)( s)
CARLA CLAUDIA PAVAN SENN
Nesta

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos gue o Projeto de pesquisa “SINDROME DE
INSENSIBILIDADE ANDROGENICA COMPLETA - ASPECTOS CLINICOS. LABORATORIAIS E

IDENTIFICACAO DA MUTAGCAO DO RECEPTOR”, estd de acordo com as normas
éticas estabelecidas pela Resolugdo n° 196/96 do Ministério da Saude.
Protocolo CEP-HC n°® 360.070/2001-06
O referido projeto foi apresentado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parana, em reunido realizada no dia 26 de junho de 2.001.
Sendo o que se apresenta para © momentc, subscreve-me,

Atenciosamente

Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas — UFPR
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CARTA DE ESCLARECIMENTO

Vocé ou sua filha estdo sendo convidadas a participar de um estudo sobre
Sindrome de Insensibilidade Androgénica Completa (CAIS). O objetivo desta pesquisa
¢ avaliar os aspectos clinicos, comportamentais, laboratoriais ¢ moleculares dos
pacientes com CAIS.

Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario fazer exames de sangue,
consulta médica e entrevista com psicologa. Os beneficios esperados sdo o melhor
entendimento do CAIS, diagnostico molecular da sindrome, avaliagdo quanto a melhor
época para realizar gonadectomia, acompanhamento com psicologa e médicos
especializados.

A sua participagdo neste estudo € voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar a
participar do estudo, ou, se aceitar a participar, retirar seu consentimento a qualquer
momento. Este fato ndo implicard na interrupgdo de seu atendimento, que esta
assegurado. As informagdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos
médicos que executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto , se qualquer
informagdo for divulgada em relatério ou publicagdo, isto sera feito sob forma
codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

Caso haja concordancia de sua parte, favor assinar o termo de consentimento
anexo.

Atenciosamente,

Dr. Bonald Cavalcante Figueiredo Dra Carla Claudia Pavan Senn

..................................................................................................................

Assinatura do responsavel.
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DECLARACAO DE TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui suficientemente informado (a) a respeito dos objetivos da
pesquisa e natureza dos procedimentos citados.

Declaro que @ PaCIeNte ......cceeeeriiiiiiiniiiiiiie et faz parte do
estudo intitulado: “Sindrome de Insensibilidade Androgénica Completa: Mutacéo
do Gene do Receptor Androgénico, Aspectos Clinicos, Comportamento Sexual e
Tumores Gonadais numa Grande Familia Brasileira”.

Eu entendi que sou livre para interromper minha participacao, ou de minha
filha, no estudo a qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem que esta
decisdo afete o tratamento com o meu meédico.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

..................................................................................................................................
...................................................................................................................................

...................................................................................................................................

Endereco
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AVALIACAO DO COMPORTAMENTO SEXUAL

1 — Imagem corporal: as participantes eram questionadas quanto ao nivel de
satisfagdo com sua aparéncia fisica. Quando insatisfeitas, eram questionadas quais
caracteristicas fisicas contribuiam para esta insatisfagdo.

2 — Auto—percepg¢do como masculinas ou femininas: as participantes eram
questionadas quanto masculinas ou femininas elas se consideravam durante sua
infancia, adolescéncia e na vida adulta.

3 — Orientagdo Sexual: as participantes eram questionadas quanto a atrag@o
sexual, fantasias sobre sexo, ou participagdo em atividades sexuais com homens
(orientagdo sexual feminina heterossexual), com mulheres (orientagdo sexual feminina
homossexual), ou ambas (orientagdo sexual feminina bissexual) durante a adolescéncia
e a vida adulta.

4 — Casamento e maternidade: dados sobre casamento e adogdo de criangas
foram questionados.

5 — Satisfag@o com o sexo de criagdo: as participantes eram questionadas quanto

ao seu grau de satisfagdo em ser uma mulher.
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