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RESUMO

A reposicao cronica substitutiva do glicocorticoide (GC) ¢ a base do tratamento da
Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) causada pela deficiéncia da 21-hidroxilase (D-210H),
na sua forma classica. H4 uma grande variabilidade na resposta ao GC e parte dessa variagao
poderia ser explicada pela presenca de polimorfismos do gene do receptor GC (do inglés,
glucocorticoid receptor, GR). Os polimorfismos do gene do GR mais estudados (7thi11],
ER22, 23EK, N363S, Bcll e 9f) sdo herdados em haplotipos e poderiam levar ao espectro de
resposta a0 GC. Foi realizado um estudo da frequéncia desses polimorfismos do GR
(rs10052957, rs6189, rs6190, rs56149945, rs41423247, rs6198) com uma abordagem do tipo
caso-controle e posterior associagdo genotipo-fendtipo. A populacio de interesse foi composta
por 102 individuos com a forma cléssica da D-210H, recrutados em 2016, nos ambulatérios de
endocrinologia do Hospital das Clinicas (HC-UFMG); e 163 controles saudaveis. Foi
observado um grande desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos. 7th1111 em heterozigose
foi mais comum dentre os casos (p=0,004), enquanto Bc/l em heterozigose foi mais comum
dentre os controles (p=0,078). Nao houve diferencas estatisticas nas frequéncias gerais dos
haploétipos, exceto o haplotipo 4 (Bcll), que foi menos comum dentre os casos (p=0,01795).
Seis haplétipos principais foram descritos: Selvagem (55,3%); Tth1111 + Bcll (13,2%); Tthi1111
+ 98 (12,3%); Bcll (11,3%); Tth1111(3,4%); Tth1111+ ER22/23EK + 95 (2,5%). Dentre esses,
destaca-se que quatro continham a variante 7¢h/111. Uma subamostra dos casos foi submetida
ao teste de supressdo com dexametasona em doses muito baixas: 9 criangas, 9 adolescentes, 10
adultos, com idade mediana de 12 (2-34) anos; 21 (75%) do sexo feminino, 7 (25%) do sexo
masculino; 21 (75%) perdedores de sal (PS) e 7 (25%) virilizantes simples (VS). Os individuos
portadores das variantes Tthlll] e 95, associadas ou ndo as variantes ER22/23EK, apresentaram
menor supressdo do cortisol, em comparagdo aos portadores de Bcl/l (p=0,098). PS tiveram
menor supressdo do cortisol em relagdo aos VS (p<0,001). VS com genotipos de
hipersensibilidade ao GC apresentaram maior queda dos niveis médios de cortisol em
comparagdo com aqueles com gendtipos de resisténcia ao GC (p=0,0023). Criangas menores
de 10 anos apresentaram maior supressdao do cortisol em comparacdo com adolescentes e
adultos (p=0,035). O perfil farmacogendmico poderia auxiliar a prever a resposta ao GC e
contribuir para a discussdo de uma terapia mais individualizada, resultando em melhores
resultados clinicos a longo prazo.

Palavras-chave: Glucocorticoides. Receptores de glucocorticoides. Hiperplasia Suprarrenal

Congenita.



ABSTRACT

Substitutive glucocorticoid (GC) long-term replacement serves as mainstay treatment
of Congenital Adrenal Hyperplasia (CAH) due to 21-hydroxylase deficiency (D-210H) in its
classical form. There is great variability in the GC response and part of this variation could be
explained by glucocorticoid receptor (GR) gene polymorphisms. The most studied GR gene
polymorphisms (7thi111, ER22, 23EK, N363S, Bcll and 9p) are inherited in haplotypes and
could lead to a GC response spectrum. Thereby, we studied the frequency of the GR
polymorphisms (rs10052957, rs6189, rs6190, rs56149945, rs41423247, rs6198), with a case-
control approach and subsequently explored genotype-phenotype correlations. The population
of interest was composed of 102 subjects with 210HD-classical form, recruited in 2016, at
Hospital das Clinicas (HC-UFMG) endocrinology care centre; and 163 healthy controls. Strong
linkage disequilibrium was seen between all polymorphisms. Heterozygous-7thi111 occurred
more commonly amongst cases (p=0.004), while heterozygous-Bc/l was more common
amongst controls (p=0.078). There were no statistical differences in overall haplotype
frequencies, except for haplotype 4 (Bc/l), which occurred less commonly amongst cases
(p=0.01795). Six main haplotypes were determined: Wild (55.3%); Tthl1111 + Bcll (13.2%);
Tth1l111 + 9B (12.3%); Bcll (11.3%); Tthi111 (3.4%); Tth1111 + ER22/23EK + 96 (2.5%); it
should be noted that four of them presented the 7thl111-variant. A subsample of cases was
submitted to the very-low dose dexamethasone suppression test: 9 children, 9 adolescents, 10
adults, with a median age of 12 (2-34) years; 21 (75%) females, 7 (25%) males; 21 (75%) with
the salt-wasting form (SW) and 7 (25%) with the simple virilizing form (SV). Carries of the
Tth1111 and 9p-variants, whether or not associated with the ER22/23EK- variants, showed less
cortisol suppression, compared to Bcll-carriers (p=0.098). Salt-wasting subjects had less
cortisol suppression, compared to simple-virilizing (p<0.001). SV subjects with GC
hypersensitivity-genotypes showed decreased average cortisol levels compared to those with
GC resistance-genotypes (p=0.0023). Children younger than 10 years presented more cortisol
suppression compared to adolescents and adults (p=0.035). The pharmacogenomic profile
might help to predict the GC response and contribute to the discussion of a more individualized
therapy, resulting in better long-term clinical outcomes.

Keywords: Glucocorticoids. Receptors, Glucocorticoid. Adrenal Hyperplasia, Congenital.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho consiste em uma tese de Doutorado do Programa de Pds-Graduagao
em Ciéncias da Saude, na area de concentracdo da Saude da Crianga ¢ do Adolescente, da
Faculdade de Medicina da UFMG.

As primeiras sessOes da tese (revisdo da literatura, objetivos e métodos) e as
consideragdes finais sdo apresentadas em lingua portuguesa, em formato convencionalmente
recomendado para trabalhos monograficos, ao passo que os resultados do trabalho e a discussao
foram apresentados em dois artigos redigidos na lingua inglesa.

A normatiza¢do da tese acompanha o estilo Vancouver, desenvolvido pelo Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas (CIERM), fundamentado no padrdo American
National Standards Institute (ANSI), e adaptado pelo National Library of Medicine (NLM),
Estados Unidos, apresentados no Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication.” Essas normas
contemplam particularmente a organizacdo e apresentagdo do referencial tedrico consultado,
sendo os demais elementos textuais e pos-textuais da revisdo da literatura formatados segundo
modelo da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)"™ e orientagdes do Programa de
Po6s-Graduagdao em Ciéncias da Satde para a redacdo de teses (Resolucao 03/2010, de 05 de
fevereiro de 2010)."""

1.1 Justificativa

A Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) constitui um grupo de doengas caracterizadas
por uma insuficiéncia enzimatica na biossintese do cortisol. A deficiéncia da 21-hidroxilase (D-
210H) ¢ sua causa mais comum, com incidéncia global de 1.15.000 nascimentos na sua forma
classica. Assim, a D-210H ¢ amplamente estudada no campo da Endocrinologia Pediatrica.
Além de ser caracterizada pela deficiéncia enzimatica na biossintese do cortisol, a D-210H esté
relacionada a outras alteragdes do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) que levam a
secre¢do pré-natal excessiva de androgenos. Eventos potencialmente fatais por desequilibrios
hidroeletroliticos podem ocorrer no primeiro més de vida entre recém-nascidos acometidos com

a forma classica perdedora de sal.!> Apds 2013, a pesquisa da forma classica da D-210H foi

5

Disponivel em: <www.icmje.org>. Acesso em: 04 mar. 2020.
* Versao 2020, disponivel em: <https://www.normasabnt.org/>. Acesso em: 04 mar. 2020.
*** Disponivel em:
<http://ftp.medicina.ufmg.br/cpg/programas/saude crianca/Arquivos%202013/resolucao 03 2010 regulame
nta formato de teses e dissertacoes.pdf>. Acesso em: 04 mar. 2020.
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inserida no Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais (Teste do Pezinho), com a
participagdo das pesquisadoras envolvidas neste trabalho.*?

A dificuldade de tratamento dos pacientes com D-210H ¢ fortemente reconhecida,
sendo a base da terapéutica da forma mais grave da D-210H a reposi¢ao cronica substitutiva
do glicocorticoide. Alcancar a dose adequada do glicocorticoide durante a infancia e
adolescéncia ¢ um grande desafio, no intuito de se evitar tanto o hiperandrogenismo quanto o
hipercortisolismo. Por outro lado, a dose de glicocorticoide necessaria para o tratamento ¢
bastante variavel entre os pacientes, o que sugere uma variabilidade interindividual para a
sensibilidade ao glicocorticoide, provavelmente geneticamente determinada.®!® O estudo dos
polimorfismos genéticos da resposta ao glicocorticoide, relacionados ao gene do receptor para
o glicocorticoide, NR3C1, pode esclarecer, pelo menos em parte, essa questdo e auxiliar na

individualizacdo do tratamento e manejo dos pacientes com D-210H.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hiperplasia Adrenal Congénita pela Deficiéncia da 21-Hidroxilase

A Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) constitui um grupo de doengas caracterizadas
por uma deficiéncia enzimatica na biossintese do cortisol. Essa alteragdo leva ao estimulo do
eixo hipotalamico-hipofisario (HH), com elevacao do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH)
por uma alca de retroalimentacdo (feedback).

Além da deficiéncia do cortisol, os diferentes tipos de hiperplasia adrenal podem ter
associados um aumento, em virtude do excesso de ACTH, ou uma diminui¢do, em razdo da
deficiéncia enzimatica, da produgdo de esteroides sexuais e mineralocorticoides.!

Embora cada complexo enzimatico envolvido na sintese do cortisol no cortex adrenal
possa sofrer algum comprometimento e levar a hiperplasia glandular pelo acumulo de
precursores esteroides, em mais de 90% dos casos?, a hiperplasia adrenal é causada pela
deficiéncia da 21-hidroxilase (D-210H), em destaque na Figura 1°.

Essa enzima 21-hidroxilase consiste em 495 aminoacidos, com peso molecular de 52
kDa*. E caracterizada por ser substrato-especifica e ter alta eficiéncia catalitica. E responsavel
pela conversdo da progesterona e 17-hidroxiprogesterona (170HP) a 11-desoxicorticosterona
e 11-desoxicortisol, respectivamente, por meio da hidroxilagdao na posi¢do C21 (Figura 1). O
que ocorre na sua deficiéncia ¢ um aciimulo dos precursores que sdo substratos para a 21-

hidroxilagdo, e esses sdo desviados para a via da sintese de androgenos®.
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Figura 1 — Esteroidogénese; em destaque, o bloqueio enzimatico na
deficiéncia da enzima 21-hidroxilase
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Fonte: Adaptado®.

Bases genéticas da deficiéncia da 210-hidroxilase

A D-210H (OMIM 201910) possui heranga autossdmica recessiva e estd relacionada as
altera¢des do gene humano CYP21A42, mapeado no cromossomo 6 (6p21.3). O gene faz parte
da estrutura genética que codifica o complexo principal de histocompatibilidade humana, ou

MHC (do inglés: major histocompatibility complex).
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Na D-210H ocorre recombinagdo génica do CYP21A2 e seu pseudogene, CYP2IAIP,
com o qual possui uma homologia de 98%. O pseudogene se torna inativo devido a presenca
de onze mutagdes deletérias. Quando sequéncias que normalmente estdo presentes no
pseudogene sdo transferidas ao gene ativo, elas tornam o gene ativo incapaz de decodificar uma
enzima normal.” O gene e seu pseudogene sdo arranjados em repeti¢des in tandem com outros
genes C4 (C44 e C4B). Os genes C4/ CYP21A2 sao flanqueados pelos genes RP (RPI e RP2),
que sdo teloméricos, e pelos genes relacionados a glicoproteina tenascina (TNXA e TNXB), que
sdo centroméricos. Com excec¢do do C4, cada um desses genes funcionais (RPI, CYP2IA2 e
TNXB) tem o seu pseudogene, todos com grande homologia. Os genes RP, C4, CYP21 e TNX
compdem um modulo génico, nomeado RCCX. A maioria ¢ bimodular (RPI-C4-CYP21A41P-
TNXA-RP2-C4-CYP2142-TNXB) (Figura 2), mas haplotipos monomodulares e trimodulares
sdo frequentes na populacdo, assim como variagdes do nimero de copias de C4, CYP2I] e

TNX8’9’10

Figura 2 — Localizagdo do gene CYP21A2 no sistema antigeno leucocitario HLA
(do inglés: human leucocyte antigen) de classe 111, no locus do complexo principal de
histocompatibilidade, no braco curto do cromossomo 6; os demais genes RP, C4 e TNX fazem parte de
um mesmo bloco genético chamado médulo RCCX.
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Fonte: Adaptado®.

Diferentemente de outras doencas recessivas nas quais a mesma mutacdo em

homozigose ocorre nos dois alelos, na D-210H, os doentes podem ser heterozigotos compostos,
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ou seja, ter mutagdes diferentes nos alelos materno e paterno, o que contribui para um amplo
espectro de variabilidade clinica.

Ha praticamente dois mecanismos genéticos principais envolvidos na D-210H:
recombinagdo assimétrica, que ¢ uma troca aleatéria de material genético durante a meiose; e
conversao génica, que € a transferéncia de uma sequéncia de um gene para outro, sendo que o
gene doador permanece inalterado e ndo ha perda de material genético. Os demais mecanismos
que podem ocorrer sdo eventos de microconversdao génica. Essa alta identidade entre os genes
CYP21 e aorganizacao em cadeia dos genes duplicados nessa regido do cromossomo favorecem
o emparelhamento desigual durante a meiose e, consequentemente, a ocorréncia de eventos de
crossing-over desigual, podendo gerar alelos duplicados ou deletados.!!-!%13

Em geral, as mutacdes estdo associadas as formas clinicas da D-210H: o grau de
comprometimento funcional previsto por determinada mutacdo geralmente corresponde a
gravidade clinica observada em um dado paciente (Figura 3)'4. Porém, em cerca de 20% dos
casos, 0 gendtipo ndo prevé o fendtipo com precisdo!>1®. Mecanismos tém sido aventados para
tentar explicar essa discordancia, como a possibilidade de uma atividade extra adrenal da 21-
hidroxilase. Além das mutagdes proprias do gene CYP21A2, outros genes podem também afetar

o fenotipo, modificando a a¢do dos esteroides ou o balango de sal.!”

Figura 3 — Correlagao entre o genotipo e o grau da deficiéncia enzimatica na
deficiéncia da 21-hidroxilase (fenotipo)
Delecao
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Leu307insT
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Arg356Trp 12 splice 1le172Asn Pro30Leu Val281Leu

Atividade enzimatica: <1% 2-10% 30-50%
Fonte: Adaptado’®.

Apresentacio clinica da deficiéncia da 21-hidroxilase

A D-210H se divide nas formas cléassica e ndo classica. A forma cléassica € rara e tem
uma incidéncia global de 1:15.000 nascidos vivos'®, j4 a forma ndo cldssica ¢ bem mais
prevalente, cerca de 1% na populagdo!®. A deficiéncia enzimatica praticamente completa ocorre

em 75% dos casos da forma classica, resultando numa forma mais grave perdedora de sal. Os



19

demais doentes com a forma cldssica, com atividade enzimatica residual (>1%), possuem a
forma virilizante simples. Na forma néo classica, ha atividade enzimatica maior que 20%'!7-%,

Na forma classica perdedora de sal, hd deficiéncia mineralocorticoide evidente,
manifestada por sinais e sintomas precoces, como o ndo ganho de peso no recém-nascido e
suc¢ao débil. Posteriormente, hipercalemia acompanhada de hiponatremia, com ou sem sinais
clinicos de desidrata¢do. Nas meninas, j4 nas primeiras semanas de vida intrauterina, ocorre a
virilizagdo da genitélia externa. Os recém-nascidos do sexo masculino ndo tém sinais clinicos
evidentes ao nascimento e, por isso, estdo particularmente sob maior risco de morte. A crise
adrenal, ou crise de perda de sal, nessas criangas, leva a vomitos, choro fraco, desidratacao,
letargia e choque.?! A forma virilizante simples caracteriza-se por ambiguidade genital nos fetos
do sexo feminino e por sinais de virilizagdo precoce em individuos do sexo masculino nao
tratados.

A confirmag¢do diagnoéstica na forma cléassica ¢ realizada através da dosagem sérica de
precursores adrenais acumulados e androgenos em excesso, do ACTH e da atividade de
renina??. Atualmente, a detec¢do precoce da forma classica, ainda em recém-nascidos, ¢
possivel devido aos programas de triagem neonatal, que incluem a pesquisa da D-210H. A
triagem consiste na dosagem do precursor 170HP no sangue de calcanhar de recém-nascidos,
preferencialmente entre o terceiro e quinto dia de vida. O objetivo principal € evitar os sinais e
sintomas da perda de sal, evitar o registro civil incorreto das meninas com genitalia ambigua e
também possibilitar o diagnostico precoce da forma virilizante simples em meninos?.

Na forma ndo classica, os individuos podem ser assintomaticos ou apresentar sinais e
sintomas clinicos mais tarde na infincia, na adolescéncia ou apenas na vida adulta.>* Um
procedimento importante para o diagnostico da forma ndo classica diante da suspeita clinica é
o teste sob estimulo da cortrosina (ACTH exo6geno intravenoso), no qual sdo dosados os niveis
plasmaticos da 170HP, entre outros hormonios adrenais. O valor de referéncia da 170HP apoés
o teste funcional (Figura 4) varia, segundo a literatura, de 1000 a 1500 ng/dL (método
quimioluminescéncia), tendo em vista a inclusdo ou ndo da distingdo entre individuos com a

forma ndo classica e heterozigotos??.



20

Figura 4 — Fluxograma para o diagnostico da forma nao classica da deficiéncia da 21-hidroxilase (D-
210H) ap6s teste de estimulo com o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) sintético;
17-hidroxiprogesterona (170HP).
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Fonte: Adaptado®.

Objetivos gerais do tratamento na faixa etaria pediatrica

O manejo da forma classica da D-210H ¢ sempre complexo e individualizado. Na faixa
etaria pediatrica, os principais objetivos do tratamento sdo evitar a crise adrenal e permitir
crescimento e puberdade normais. A forma ndo classica exige tratamento apenas nos casos em

que ocorre pubarca precoce, alteragdes do crescimento € avango significativo da idade dssea®.

Infdncia

Em recém-nascidos, o foco estd na conducdo adequada dos quadros de genitdlia
ambigua, bem como no diagnostico e tratamento precoces da forma cléssica perdedora de sal
em ambos sexos. A sintese dos mineralocorticoides ¢ controlada pelo sistema renina-
angiotensina e pela alga de regulacdo dependente do potassio. A secrecdo de renina ¢ estimulada
por uma gama de fatores, sendo a perfusdo arterial renal a mais importante. A reposi¢ao
mineralocorticoide pela fludrocortisona 0,05 a 0,2 mg/dia visa reestabelecer o equilibrio
hidroeletrolitico, mas sem retencdo excessiva de sal, e sua necessidade ¢ maior na primeira
infancia em relagdo a adolescéncia. O uso do cloreto de sddio ¢ preconizado nos primeiros
meses de vida??,

O glicocorticoide de escolha para os pacientes pediatricos € a hidrocortisona, que ¢ o

nome farmacéutico do proprio cortisol. A dose preconizada é de 10-15 mg/m?/dia??. Essa dose
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excede, provavelmente, o nivel fisiologico da secre¢do do cortisol na maioria dos individuos,
que € cerca de 6-9 mg/m?*/dia. Assim, doses ligeiramente suprafisiologicas sdo necessarias para
suprimir adequadamente os niveis dos androgenos adrenais. A meia-vida curta da
hidrocortisona minimiza a supressdo do crescimento e outros efeitos ndo desejaveis que sao
frequentemente observados com os glicocorticoides mais potentes?>-2,

O uso de doses excessivas de hidrocortisona pode levar a queda da velocidade de
crescimento e impacto na altura, sendo esse efeito mais importante nas fases de crescimento
rapido, como ocorre no primeiro ano de vida?’-*®. Apesar de a literatura preconizar, no passado,
doses em torno de 15-20 mg/m?*/dia de hidrocortisona?’, evidéncias atuais apontam para uma
necessidade de glicocorticoide menor, principalmente nos lactentes?®. Entre 0-2 anos,
principalmente nos primeiros seis meses de vida, a chance de o hiperandrogenismo
comprometer o crescimento ¢ provavelmente pequeno, dado que o crescimento nessa fase nao
¢ muito sensivel aos androgenos%-3!.

Quando ndo tratadas, criangas doentes podem apresentar virilizagdo pds-natal
progressiva em ambos os sexos: aumento do falus nas meninas e sintomas evidentes de
pseudopuberdade precoce nos meninos (aumento do pénis sem correspondente aumento
testicular), além de pubarca, hirsutismo, acne, hipertrofia muscular e engrossamento
irreversivel da voz. Quando o diagndstico ocorre mais tardiamente, e consequentemente
também a terapia glicocorticoide, a idade d6ssea podera estar bem avangada e a altura final
podera ser também comprometida. Uma grande propor¢do de criangas, incluindo meninas,
desenvolve puberdade precoce gonadotrofina dependente ou central (PPC). A fisiopatologia da
PPC esta relacionada a ativagdo do eixo HH pelo hiperandrogenismo cronico e os fatores
estudados associados ao seu desencadeamento sdo o avanco de idade dssea, diagnostico tardio
e controle clinico insatisfatorio. Os pacientes com PPC que recebem tratamento com analogos
do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) parecem apresentar um melhor desfecho
quanto a altura final®*-%.

Essa abordagem dos casos de genitdlia ambigua deve ser sempre multidisciplinar. A

primeira genitoplastia nas meninas com a forma classica é geralmente realizada no primeiro

ano de vida, por cirurgido experiente.

Adolescéncia

Adesdo ao tratamento na doenca cronica, independentemente da idade e fase do

desenvolvimento, estd provavelmente relacionada a frequéncia de administracdo de
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medicamentos, a intensidade da terapia, aos efeitos colaterais e ao nivel de otimismo e apoio
oferecido pelos membros da familia.

Contudo, na adolescéncia, a ndo adesdo a terapia medicamentosa parece explicar apenas
em parte as dificuldades no manejo dos pacientes com D-210H. Adolescéncia e inicio da
puberdade estdo associados a modificagcdes na farmacocinética da hidrocortisona. O aumento
do horménio do crescimento (GH) e das concentragdes do fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1) levam a diminui¢do da atividade da isoenzima tipo 1 da 11j-
hidroxiesteroide desidrogenase, que promove a reducdo da cortisona a cortisol em varios
tecidos metabolicos, resultando no aumento do clearance e volume de distribui¢do, sem

alteracdes na meia-vida?®-3037-%,

Assim, as doses de tratamento na puberdade sdo
frequentemente mais elevadas*.

Adolescentes do sexo masculino com historico de tratamento inadequado e elevagao
peristente do ACTH podem ter tumores intratesticulares de restos adrenais, com
comprometimento da espermatogénese e da producdo de testosterona na vida adulta. O
diagnostico precoce ¢ fundamental na prevengio de lesdes irreversiveis e infertilidade®!.

Assim, o subtratamento, de forma geral, pode levar ao hiperandrogenismo, virilizacao e
avanco progressivo da idade 6ssea. Mas o hipercortisolismo pode levar ao Cushing iatrogénico,
com obesidade e perda de massa Ossea. Tanto o excesso de glicocorticoide quanto o
hiperandrogenismo estdo correlacionados ao maior risco de baixa estatura na vida adulta. Dessa
forma, o maior desafio terapéutico na D-210H durante a adolescéncia ¢ assegurar adesdo,
controlando adequadamente o incremento noturno do ACTH, mas sem os efeitos adversos do
tratamento glicocorticoide*?.

Glicocorticoides de longa acdo podem ser usados em adolescentes, mas apenas aqueles
ja com estatura final (prednisolona e prednisona 2-4 mg/m?/dia ou dexametasona 0,25-0,37

mg/m?/dia) 3.

Monitoriza¢io da terapia glicocorticoide e supressio androgénica

Dosagem dos esteroides e controle metabolico na D-210H

Espectrometria de massa com cromatografia liquida ¢ a técnica analitica padrao ouro
para as dosagens séricas hormonais na D-210H. Contudo, outros métodos sdo ainda largamente
utilizados por terem menor custo, porém apresentam reatividade cruzada da 170HP sérica com
os demais esteroides. Isso foi observado pelo estudo da seletividade de ensaios, no qual

interferéncias foram causadas por outras substdncias que compunham a matriz amostral*,
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Devido a essa baixa seletividade dos ensaios comumente utilizados, na D-210H, é comum
observar niveis séricos de 170HP frequentemente acima do intervalo de referéncia em doentes
adequadamente tratados. Assim, a dosagem da 170HP sérica pelos métodos habituais ndo &,
isoladamente, um bom parametro de controle metabodlico, e sua andlise deve ser realizada em
conjunto com os demais esteroides que tém menos interferéncias (androstenediona e
testosterona) e paralelamente aos parametros clinicos (exame fisico, avaliagdo da curva de

crescimento e da idade ossea).

Farmacocinética e biodisponibilidade do acetato de hidrocortisona oral

O tratamento da D-210H durante toda infincia e adolescéncia até o fechamento das
epifises Osseas ¢ realizado com o acetato de hidrocortisona oral. Andlises prévias da
farmacocinética da droga apontam para que seja utilizada trés vezes ao dia, ajustada ao peso e
apos alimentacdo. Todavia, o perfil de biodisponibilidade da droga nessa posologia ¢ muito
diferente da producdo enddgena, uma vez que, em pessoas saudaveis, o cortisol segue o ritmo
circadiano (Figura 5). A secrecdo endogena de cortisol no cortex adrenal segue um padrao
diurno, com niveis plasmaticos elevados e crescentes de cortisol no inicio da manha
(aproximadamente 05:00-08:00 horas), niveis intermedidrios a tarde, niveis baixos a noite.
Existe, por conseguinte, uma necessidade clinica de um farmaco que apresente um perfil de

distribui¢do mais proximo ao ritmo circadiano®>-46:47,

Figura 5 — Ritmo circadiano do cortisol (em nmol/L), de um individuo adulto.
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Fonte: Adaptado®.

O acetato de hidrocortisona oral ¢ completamente absorvido e apresenta uma boa

biodisponibilidade para a circulagdo. Em estudo prévio, em adultos, ap6s uso de 20 mg, o pico
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da concentragdo plasmatica variou de meia hora a uma hora e meia, para todo tipo de
formulagdo oral (Figura 6). Os parametros farmacocinéticos foram similares para dosagens até
40 mg e as concentragdes iniciais de hidrocortisona no plasma foram diretamente relacionadas

ao incremento da dose. O pico da droga é reduzido com jejum?8:4%-3031,

Figura 6 — Média das concentragdes plasmaticas de hidrocortisona (ng/mL) em adultos saudaveis
(n=15) durante doze horas, apds uso de 20 mg em suspensao (circulo vazado) ou quatro formulagoes
em capsulas de hidrocortisona bioequivalentes.
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Fonte: Adaptado®.

Além disso, pode haver grande variabilidade interindividual na farmacocinética da
hidrocortisona, devido a presenga de individuos que sdo metabolizadores rapidos da droga.
Nesses, o aumento da dosagem da medicacdo, por exemplo, em duas vezes, ndo reflete em

aumento proporcional esperado do cortisol total>.

Novas drogas no tratamento da D-210H

Infusdo parenteral de multiplas doses de hidrocortisona ou esquema oral com
formulagdes com liberagdo ao longo do dia e lenta administrada ao dormir, como alternativa a
terapia convencional, poderia de fato mimetizar o ritmo circadiano do cortisol, diminuindo o
pico do ACTH noturno e aumentando o cortisol pela manha. Contudo, resultados recentes de
um estudo clinico de fase 3 com o farmaco, em 122 individuos adultos com D-210H, nao

mostraram que esse tratamento alternativo é superior ao convencional#>-3-7,
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Na literatura, outras drogas sdo descritas para controlar o hiperandrogenismo em
conjunto com a terapia glicocorticoide em adultos: anticoncepcionais orais, inibidores da

sintese adrenal e antagonista do receptor androgénico®$-¢0,

Variabilidade da resposta ao glicocorticoide

A dificuldade de controle na D-210H ¢ amplamente reconhecida. Além das questdes
relacionadas a propria farmacocinética da hidrocortisona e adesdo ao tratamento, o que se
observa na pratica no acompanhamento dos pacientes sao padrdes diferentes de resposta clinica
a terapia glicocorticoide. De fato, na populagdo geral, a sensibilidade glicocorticoide varia entre
os individuos e até mesmo no mesmo individuo, conforme o tecido e a fase do ciclo celular. A
variabilidade da sensibilidade ao glicocorticoide parece ser determinada por diversos fatores,
tais como: polimorfismos genéticos, concentragdo intracelular do hormoénio, niveis de
expressdo do receptor para glicocorticoide (do inglés, glucocorticoid receptor, GR),
heterodimerizacdo das isoformas GRo/GRp, interagdo glicocorticoide-receptor-proteinas e
fatores transcricionais®!.

A propria dosagem sérica do cortisol basal ¢ utilizada para avaliar o efeito da exposi¢ao
ao glicocorticoide, mas esse ¢ também determinado pela fracdo ligada a globulina
transportadora de cortisol (do inglés, corticosteroid-binding goblulin, CBG). As concentragdes
plasmaticas de CBG, em condi¢des fisiologicas, mostram pequenas variacdes diurnas e
diferengas pouco significativas de acordo com idade, sexo e ciclo menstrual. Terapia com
estrogenos e gravidez estdo relacionadas a maiores niveis de CBG e niveis baixos sdo
observados na hipoproteinemia, sindrome nefrética, cirrose hepatica, Sindrome de Cushing, uso
terapéutico de glicocorticoide e deficiéncia da vitamina B12. Em condi¢des de extrema
gravidade clinica sdo descritos niveis baixos de CBG®!.

A disponibilidade do glicocorticoide intracelular depende da atividade e dos niveis de
expressdo da enzima 11B-hidroxiesteroide desidrogenase (11B-HSD), que catalisa
interconversdo de formas ativas a inativas de glicocorticoides. A 11B-HSD-1 ¢ expressa
principalmente no figado, pulmdes, tecido adiposo e cérebro. A 118-HSD-2 ¢ encontrada
predominantemente nos 6rgdos-alvos para aldosterona, como rins, célon, glandulas sudoriparas
e placenta, impedindo ligagdo de glicocorticoides ao receptor mineralocorticoide (do inglés,
mineralocorticoid receptor, MR) ®!.,

Nos orgaos e tecidos, os glicocorticoides exercem efeito através do GR e seus niveis sdo

determinados pela sensibilidade do receptor. Mudancas transitorias da sensibilidade do receptor
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podem ocorrer durante diversas doengas infecciosas, neoplasias, Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) e doengas autoimunes®.

Na D-210H, o estudo da funcionalidade do GR, quanto ao nimero de receptores e
também quanto a afinidade de ligagdo, ndo mostrou diferencas com relagdo a populagao
163,

saudave Contudo, a sensibilidade ao glicocorticoide possui uma grande variacdo

interindividual na populagdo saudavel®, o que pode ocorrer também na D-210H. Parte dessa

variagdo poderia ser, portanto, explicada por questdes genéticas relacionadas ao GR®-66-67,

2.2 Receptor Glicocorticoide

O GR ¢ codificado pelo gene NR3C! (Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member
1), que foi mapeado no cromossomo 5 (5q31.3) em 1985%. Pertence a superfamilia de
receptores do tipo nuclear, que inclui receptores para MR, estrogenos, progestigenos e
androgenos, bem como vitamina D e hormonios tireoidianos.

O GR ¢ uma proteina modular de 777 aminoécidos e, como todos os receptores
nucleares, esta organizado em trés dominios funcionais principais: 1) um dominio n-terminal
(DNT) de transativagao (com fung¢do de ativacdo, FA-1); 2) um dominio central de ligacdo ao
DNA (DLD); e 3) um dominio c-terminal de ligagdo ao ligante glicocorticoide (DLL), como
detalhado na Figura 7. Além do seu papel no reconhecimento de ligantes, o DLL contém uma
funcdo de ativagdo (FA-2) que ¢ regulada pela ligagdo a hormonios. Entre as regides DLD e
DLL, ha uma pequena regido chamada de dobradiga que faz a conexdo entre as demais e que
possui diversas outras fungdes.

Assim, o GR ¢ um fator de transcricao intracelular conhecido por regular direta ou
indiretamente genes-alvo envolvidos na homeostase da glicose, renovacao 6ssea, diferenciagao
celular, maturagdo pulmonar e inflamacdo. A regulagdo ¢ mediada pela ligacdo do
glicocorticoide ao receptor, dimerizag¢do do receptor e recrutamento do coativador. Na auséncia
de ligante, o GR ¢ retido no citoplasma por associagao com proteinas que se ligam ao DLL. A
ligacdo ao glicocorticoide leva a dimerizagdo e a translocagdo do receptor para o niicleo. No
nucleo, o GR liga-se aos elementos promotores e pode ativar ou inibir a transcri¢do, dependendo
do contexto®’.

A maioria das agdes dos glicocorticoides ¢ de fato mediada por ligagdo e ativagdo do
GR, embora algumas agdes ndo gendmicas importantes sejam conhecidas. A regulacao direta
com o gene, ativando ou reprimindo sua expressdo, ¢ chamada de transativagao. O processo
indireto, que ¢ a transrepressdo, ocorre quando os GRs atuam sobre outros fatores de

transcrig¢do. O efeito terapéutico anti-inflamatério € decorrente do mecanismo de transrepressao
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do GR, enquanto a transativagao € responsavel pela maior parte dos efeitos colaterais do uso do
glicocorticoide, embora existam excecdes. Por exemplo, alguns efeitos colaterais dos
glicocorticoides sdo decorrentes de mecanismos mistos, como a hiperglicemia e a perda de

massa muscular’®.

Figura 7 — Estrutura 3D de um receptor nuclear, mostrando os seus trés dominios principais:
N-terminal (DNT), dominio de ligacdo do DNA (DLD), regido de dobradiga (D),
dominio de ligacdo ao ligante (DLL) C-terminal.
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Fonte: Adaptado®.

Gene do receptor glicocorticoide humano: estrutura, transcricio e traducio

Os genes sdo segmentos de DNA, nos quais a sequéncia das quatro bases nitrogenadas
(A, C, G, T) constitui o codigo genético. Cada sequéncia de trés bases forma um coddon,
elemento que codifica um aminoacido. O DNA humano ¢ de cadeia dupla e o nimero total de
pares de bases (bp) ¢ igual ao nimero de nucleotideos numa das cadeias.

O gene NR3CI possui um comprimento de 157.582 bases e ¢ formado 13 exons nio
codificadores, denominados 145, excluindo a letra “G”: 1a1, 1a2, 1a3, 1B, lc1, Ic2, 1c3, 1p, 1E,
Ir, 1u, 11 e 1;. Esses atuam como promotores alternativos e, por conseguinte, o gene pode
produzir 13 diferentes transcritos com base na regido promotora (Figura 8). A regido 1 tem a
numeragdo desordenada devido a descoberta dos exons em momentos historicos diferentes. O

gene possui 8 exons codificadores de proteinas, numerados de 2 a 97!,
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Figura 8 — Regido promotora do gene NR3C1 do receptor glicocorticoide:
1a1, 1a2, 1a3 € 11estdo localizados na regido promotora distal, abrangendo ~ 32.000-36.000 bps,
enquanto as posigoes 1s, 1ci-3, 1p, 1, 1r, 1u € 1; estdo na regido promotora proximal,
localizada a montante por ~ 5.000 bps.

Regido Flanqueadora 5’ do Gene GR

1J 1E 1B
1A3 1 D ~+ 7 1F iC 1H
P — N~ o /L r — 4
+ o 7/ ]
) 1A2 aTe
l:> 1A1 (éxon 2)
L J L J
1 -32,300 -5,151
Regido Promotora Distal (4552 bps) Regidao Promotora Proximal (5163 bps)

Fonte: Adaptado’!.

Os exons 1p, 15, 1g, 1, 1, 1c1-3 € 1g estdo localizados dentro de uma ilha de varias
sequéncias de citosina-guanina (do inglés, cytosine connected by a phosphodiester bond to
guanine, CpG) (Figura 9), que sdo locais de metilagdo do DNA e, portanto, sujeitas a alteragdes
epigenéticas, abrangendo 3000 pares de bases (3 kb), ao longo da regido promotora proximal,

onde se inicia a transcri¢do do gene’?.

Figura 9 — Estrutura do gene NR3C1 no sentido 5-3, onde estdo sinalizadas ilhas de sequéncias de
citosina-guanina (ilhas de CpQ) sujeitas as alteracdes epigenéticas.
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Fonte: Adaptado’.

Os exons centrais do gene NR3C/ sdo numerados 2 a 8. O exon 9 determina duas
variantes traduzidas de RNA mensageiro, por splicing alternativo: isoforma a e isoforma 3
(Figura 10). As isoformas sao idénticas em 727 aminodacidos, a forma a possui 50 e a forma 3
15 aminodacidos adicionais. Embora as isoformas sejam 94% idénticas, a a ¢ a Unica capaz de

se ligar aos glicocorticoides e ativar a transcrigdo génica’>’?,
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Figura 10 — Estrutura do gene NR3CI com seus exons variantes,
levando ao splicing alternativo do GR e as isoformas a e B.
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Fonte: Adaptado”.

Na infancia, a resisténcia ao glicocorticoide relacionada a asma ¢ um reconhecido
problema clinico. Dentre os mecanismos envolvidos estudados, se destaca a maior expressao
da variante B do GR”°. Outras patologias associadas a variante sdo Leucemia Linfoblastica
Aguda, Colite Ulcerativa e neoplasias diversas. As isoformas podem se diferenciar de acordo
com as diferentes areas promotoras descritas acima. Foi demonstrado que uma alta propor¢ao
de exons 143, por exemplo, aumenta a quantidade da variante GR-f76.

Outras formas variantes sdo y (gama), P e A (Figura 11). A primeira tem uma inser¢ao
do aminoécido alalina, devido ao splicing alternativo no limite do exon 3-4. Essa isoforma ¢
amplamente expressa nos tecidos, representando cerca de 4-8% do total dos GR, mas possui
menor atividade transcricional que GR-a. Expressao de niveis elevados de receptor contendo a
variante y tem sido associada a resisténcia ao glicocorticoide em criangas com leucemia
linfoblastica aguda. A isoforma P tem apenas 676 aminodcidos e ¢ codificada por um RNA
mensageiro expresso a partir dos exons 1-7, mas faltam os exons 8 ¢ 9.7* Essa variante foi
descrita em tecidos normais e patologicos, como na Sindrome de Cushing, Mieloma Multiplo,
Leucemia Linfoblastica e Linfoma ndo-Hodgkin; e parece estar associada a grande resisténcia
ao glicocorticoide. GR-A ¢ um outro produto em que ocorre a jun¢dao dos exons 4 ¢ 8, com
delecao de 185 aminodcidos do dominio DLL, codificados pelos exons 5-7. Outras 21 variantes

tém sido investigadas e, apesar de numerosos estudos apontarem para uma associacdo de
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variantes de splicing alternativo com determinadas doengas, suas funcdes exatas ainda precisam

ser elucidadas’’-’8,

Figura 11 — Isoformas do GR por splicing alternativo: GRa, GRp, GRy, GR-A, GR-P.
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Fonte: Adaptado’.

Isoformas GR
(splicing alternativo)

Além das variantes por splicing, hé outras diferentes geradas por traducao alternativa da
proteina. Essas isoformas tém regulacdo génica diferenciada, produzindo diferengas funcionais.
Um mesmo produto GR-a pode produzir oito diferentes subisoformas. O que ocorre € que
cddons de iniciagdo AUG no exon 2 do transcrito GR dao origem a oito variantes GR-o com
um terminal n progressivamente mais curto. Essas subisoformas do receptor sdo designadas
GR-a 4, B, c1, 2, 3,01, 02,03 (Figura 12). Outras subisoformas, pelo mesmo mecanismo, também
podem advir das variantes GR-p, y, P, etc. Assim, o inicio alternativo também da tradugdo a
partir do RNA mensageiro GR-a, produz uma coorte adicional de diversas proteinas GR,
adicionando heterogeneidade ao GR7%7°,

Modificagdes da proteina GR pos tradugdo podem ocorrer através dos processos ja
descritos de fosforilagdo®®, sumolagdo®!' e acetilagdo® de determinados residuos de
aminoacidos. Tais mudangas promovem alteracdo da atividade do GR e permitem um ajuste

fino da sinaliza¢do glicocorticoide, dependendo do contexto fisioldgico™.
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Figura 12 — Subisoformas GR-a geradas por iniciacdo de traducao alternativa
e sitios de modificacao pos-tradugdo.
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Fonte: Adaptado’.

Mutacoes, delecoes e insercoes no gene NR3C1

Viérias modifica¢des do codigo genético do GR ja foram descritas, associadas a uma
entidade clinica bastante rara, esporadica ou familiar, que ¢ uma sindrome de resisténcia
generalizada primaria aos glicocorticoides chamada de Sindrome de Chrousos (Figura 13). E
caracterizada por baixa sensibilidade de todos os tecidos do organismo ao cortisol, resultando
em elevadas concentragdes de ACTH e do proprio cortisol, hipersecrecdo também de
mineralocorticoides e andrégenos. Individuos acometidos podem ser assintomaticos ou
apresentar um espectro variado de manifestagdes clinicas: obesidade e transtornos psiquiatricos,
a manifestagdes persistentes do excesso de mineralocorticoide (hipertensdo e alcalose
hipocalémica) e excesso de androgenos (genitdlia ambigua, puberdade precoce, acne,
hirsutismo, infertilidade) .

Nao ha muitos estudos na populagdo com HAC quanto a frequéncia dessas mutagdes do
gene NR3CI. Estudos em individuos assintomaticos com hiperplasia adrenal (incidentalomas)
e sintomas sugestivos de resisténcia ao glicocorticoide mostraram, contudo, maior frequéncia

de formas heterozigotas em relagdo a populagio geral saudavel (estudo francés MUTA-GR) %,
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Figura 13 — Mutagodes ja identificadas do gene do receptor glicocorticoide, NR3C1I:
em vermelho, mutagdes de ponto; em azul, mutagdo por mudanca da matriz de leitura;
e em preto, mutagdo de sentido trocado.
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Fonte: Adaptado®.

2.3 Polimorfismos do Gene NR3C1 e a Resisténcia ao Glicocorticoide

O genoma humano contém intmeras alteragcdes genéticas, incluindo variagdes de
nucleotideo tinico (do inglés, single nucleotide variation; SNV), que influenciam a resposta
individual a fatores ambientais, ¢ suscetibilidade a varias doengas ou comorbidades. Essas
variagoes estdo presentes a cada 300 pares de bases, podendo ser de dois tipos: sindnima, em
que as substituicdes ndo alteram a decodificacdo de aminoacidos (lembrando que diferentes
cddons podem decodificar um mesmo aminoacido); e ndo sindnima, quando as substituigdes
alteram. Isso pode ocorrer também dentro de uma area intrénica, por¢ao do gene que € removida
antes da traducdo para a proteina. Introns podem modificar a expressdao do RNA mensageiro
dos genes proximos, afetando o splicing, estabilidade do RNA e acesso de fatores de transcri¢ao
a elementos reguladores de genes. Algumas dessas SNVs sdo extremamente raras no gene
NR3CI e se correlacionam a manifestacdes clinicas muito peculiares, prejudicando as fungdes
do GR, sendo reconhecidas como mutagdes patoldgicas de ponto, como descrito anteriormente,
na sindrome de resisténcia ao glicocorticoide. Outras variagdes de nucleotideo, chamadas de
polimorfismos, sdo bem mais frequentes e sdo, de forma geral, responsaveis pela variabilidade

interindividual da resposta ao glicocorticoide®.
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Polimorfismos de nucleotideo tinico e sua heranca em blocos

O polimorfismo mais comum no genoma humano ¢ o de nucleotideo tinico (SNP). A
grande maioria dos SNPs t€ém dois alelos, que apresentam uma substitui¢do de uma base
nitrogenada por outra (por exemplo, C por T ou A por G). Assim, hd um alelo designado como
principal e o outro como menor, com base na frequéncia observada na populacao geral. Como
o DNA humano ¢ diploide (os cromossomos sdo de origem materna e paterna), o individuo
pode ter um dos trés gendtipos para cada polimorfismo: homozigoto para o principal alelo,
heterozigoto ou homozigoto para o alelo menor.

Existem diversos polimorfismos relacionados ao gene do GR, que sdo herdados de
forma previsivel nas populagdes. Os mais relevantes sdo: Tthl 111, ER22, 23EK, N363S, Bcll e
9. 8687

Desequilibrio de ligacao (linkage disequilibrium)

Segundo a terceira lei de Mendel, os genes sdo transmitidos de forma independente. No
entanto, ao longo de geracdes, regides localizadas proximas, num mesmo cromossomo, sao
mais propensas a ser herdadas juntas, pois ha menor probabilidade de terem sido recombinadas
separadamente. Esse conceito ¢ chamado de /inkage.

Em genética populacional, o linkage disequilibrium, ou seja, o desequilibrio de ligacao
(DL) se refere a correlacdo entre alelos especificos que ndo foram separados por recombinagao
histérica. A medida do DL é matematicamente dada por D’ e r?, variando entre 0 ¢ 1, onde D’
e r’=1 implicam que os alelos estdo perfeitamente correlacionados. Essa combinagio de alelos
em uma fita de DNA ¢ chamada de hapldtipo. Regides de alto DL sdo delimitadas por regides
de recombinagdo (hotspots de recombinagio), que sdo chamados de blocos de haplotipos®®,

No caso dos polimorfismos Tthl111, ER22, 23EK, N363S, Bcll e 94, a heranca em
haplétipos ocorre através do DL, ja bem determinada na literatura. As variantes Bcll e N363S
estdo associadas ao aumento da sensibilidade ao glicocorticoide, do risco cardiovascular e da
obesidade visceral. As variantes ER22, 23EK, GR-9f se correlacionam as medidas clinicas de

sensibilidade diminuida e melhor perfil metabdlico, principalmente quando associadas®®-87-%3,
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Localizacio e acao dos polimorfismos

Os polimorfismos mais comuns do gene do GR estdo localizados tanto em 4reas

decodificadoras de proteinas, como nas intronicas (Figura 14).

Figura 14 — Localizacao de polimorfismos do gene NR3CI. Tthi111: intron em érea flanqueadora 5’;
ER22, 23EK: exon 2 (DNT); N363S: exon 2 (DNT); Bcll: intron (entre exons 2 e 3); e 9f: exon 9.
DNT: dominio n-terminal de transativagdo; DLD: Dominio de ligagdo ao DNA;

DLL: Dominio de ligacdo ao ligante (glicocorticoide).
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Fonte: Adaptado®.

Polimorfismo Tth1111

O polimorfismo 7th1111 consiste na troca do nucleotideo C > T. A frequéncia do alelo
menor T=0,2212 (Projeto 1000 Genomas). Foi localizado proximo a regido promotora distal do
gene e tem sido estudado em associagcdo com outros polimorfismos, principalmente ER22 e
23EK, por causa da sua localizagdo e duvida quanto a acdo sobre a sensibilidade ao
glicocorticoide. Individuos portadores do alelo menor apresentaram, contudo, evidéncias de
maior resisténcia ao glicocorticoide em teste de supressdo do cortisol com baixa dose de
dexametasona®®. Outros estudos clinicos apontaram para uma possivel associagio entre o alelo
menor ¢ fendtipos de resisténcia ao glicocorticoide®, fatores de risco cardiovascular® e

transtornos psiquiatricos®®"7.

Polimorfismos ER22/23EK

Os polimorfismos ER22 e 23EK sdo sempre descritos juntos, pois contemplam dois
codons adjacentes (22 e 23) e estdo em DL perfeito (D’e r>=1). A frequéncia dos alelos menores
na populacdo ¢ A=0,0106 (Projeto 1000 Genomas). Estudos in vitro confirmam que os
polimorfismos se correlacionam a reducdo da capacidade de transativagdo, uma vez que estao
localizados no dominio de transativacao génica. No entanto, mecanismos sobre a transrepressao
também sdo descritos, sugerindo outras ac¢des indiretas ainda ndo tdo claras associadas ao
polimorfismo. H4 alteragdo na sequéncia do DNA que ¢ de GAG/AGG para GAA/AAG, com

tradugdo para 4cido glutamico/arginina (E-R) e para acido-glutdmico/lisina (E-K). Estudos
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moleculares apontam para um aumento em 15% da isoforma GRa-4 com relagdo a GRa-g, na
presengca dos polimorfismos, o que parece estar associado ao aumento da resisténcia ao
glicocorticoide®.

Clinicamente, sdo descritos estudos de diferentes campos de atuagdo em que os
polimorfismos parecem estar associados a melhores perfis de satde metabdlica e

cardiovascular®®19°,

Polimorfismo N363S

A presenga do polimorfismo N363S, esse também localizado no dominio de
transativagdo do gene do GR, leva a troca do aminoécido asparagina (N) por serina (S), no
cédon 363 (AAT para AGT). A frequéncia do alelo menor ¢ G=0,0062 (Projeto 1000
Genomas). Em pacientes com D-210H, a preseng¢a do alelo menor foi associada a um melhor
desfecho da doenca, preveniu a virilizagdo precoce de fetos femininos e modificou o padrdo de
obesidade!?!. Em individuos saudaveis, o polimorfismo foi associado a maior sensibilidade ao
glicocorticoide, demonstrada por testes funcionais de supressao do cortisol com baixa dose de
dexametasona. Em idosos, a variante foi também associada ao aumento do IMC e a diminui¢ao
de massa 0ssea!?>!1%%, Estudos moleculares demostraram modificagdes da proteina GR que
regula diversos genes importantes, que atuam em processos como crescimento € manutengao

celular e metabolismo de 4cidos nucleicos!%*.

Polimorfismo Bcll

Bcll ¢ o polimorfismo do gene do GR mais frequente, G=0,2546 (Projeto 1000
Genomas) e, por isso, também o mais estudado. Sua localizagdo ¢ entre exons 2 e 3. Esse
polimorfismo ¢ um RFLP (do inglé€s Restriction Fragment Length Polymorphism), ou seja, um
fragmento especifico do DNA que é removido por uma enzima de restrigdo ou endonuclease!®>.

Essa enzima de restricdo reconhece os sitios que contenham a sequéncia T+ GATCA.
Trés sitios de Bcll foram observados proximos ao exon 2'% (Figura 15), mas apenas o

polimorfismo localizado a 646 bp deste foi considerado polimoérfico e correlacionado a

sensibilidade ao glicocorticoide!"’.

O alelo menor em homozigose (GQG) estd associado ao aumento da gordura corporal em

adultos!® e ao maior risco cardiovascular nos individuos com insuficiéncia adrenal de origem

110

autoimune!” e também com Hiperplasia Adrenal Congénita Diversos transtornos

psiquiatricos na infincia e adolescéncia!!l"!'* e a Depressio Maior no adulto''* sdo mais
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frequentes entre individuos portadores do polimorfismo. H4 também maior reducao do cortisol
sérico, quando portadores sdo submetidos aos testes de supressdo com baixas doses de
dexametasona (0,25 e 1 mg). Contudo, o mecanismo pelo qual o polimorfismo afeta a

sensibilidade ao glicocorticoide ainda néo esta elucidado!®’.

Figura 15 — Localizacdo dos polimorfismos B¢/l do gene NR3C1, proximos ao exon 2.
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Fonte: Adaptado'?’.

Polimorfismo 9/

O polimorfismo 95 (ou A3669G) contém uma alteragcdo do nucleotideo A > G na regido
3'UTR nao traduzida (do inglés, untranslated region, UTR). Essa regido estd localizada
imediatamente apds o sinal de término da regido codificante e sinaliza com a sequéncia
AUUUA, o fim da sintese proteica da isoforma f. A modificacio estd relacionada a
desestabilizagdo do RNA mensageiro e alteragdo dos niveis proteicos!!>!16. Sua frequéncia é
G=0,0839 (Projeto 1000 Genomas).

Criancas com D-210H e portadoras do alelo menor t€ém um aumento do colesterol LDL,
sem outras modifica¢cdes importantes do risco cardiovascular que possam ser observadas ainda
na infancia”. Por outro lado, individuos com Sindrome de Cushing possuem um efeito protetor,
atenuando o efeito do hipercortisolismo enddégeno e diminuindo o risco de diabetes e
complicagdes cardiovasculares!!”-!'®, Na populagdo saudavel, estudos apontam para um efeito
protetor também com relagio ao sistema imune!!®.

Recentemente, foi descrita uma outra variante do GR9£, G3134T, com efeito similar ao

polimorfismo 93.12°
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Haplotipos

Os polimorfismos citados do gene do GR estdo organizados em haplotipos, sugerindo
que possa haver um espectro da resposta ao glicocorticoide, dependendo das associacdes em
questdo (Figura 16) %,

Ha varios haplotipos descritos na literatura, dentre os mais comuns, estdo o haplétipo
Wild (do inglés: selvagem), (Bcll + Tth1l111) + (Bcll), (N363S), (Tthl1111 + 9p), (Tthl1l1 +
ER22/23EK + 9 192111121,122

Figura 16 — Desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos do gene NR3C1.
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Fonte: Haploview, adaptado®.

2.4 Avalia¢ao Funcional da Sensibilidade ao Glicocorticoide

O uso dos glicocorticoides cresce continuamente como resultado do aumento da
frequéncia de doencas cronicas e envelhecimento da populacdo. Atualmente, os
glicocorticoides sao utilizados para tratamento de diversas patologias, além da forma classica
da D-210H.

Hé uma grande preocupacio com o tratamento com glicocorticoides a longo prazo, mas
a ideia de que os efeitos adversos sdo decorrentes exclusivamente do aumento dos seus niveis
circulantes é controversa, ¢ ha um foco maior na atualidade no estudo da sensibilidade ao
glicocorticoide como um fator altamente relevante para a resposta ao tratamento e os efeitos
desse processo. Assim, diversos estudos funcionais tém sido realizados com o objetivo de

avaliar a sensibilidade aos glicocorticoides!?.
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Glicocorticoides sintéticos e 0 mecanismo de feedback no eixo hipotalimico-hipofisario

Os glicocorticoides sintéticos, como a dexametasona, atuam principalmente através dos
GRs, em contraste com o cortisol, que atua tanto nos GRs quanto nos MRs. Expressdo de GR
ocorre em todo o corpo e estd envolvida na mediacdo de processos como glicogénese,
metabolismo de gorduras e proteinas e fun¢do imune. MRs estdo localizados nos rins, colon,
glandulas salivares e sudoripras. No cérebro, os niveis de GR sdo particularmente altos no
hipocampo, amigdala, nucleo paraventricular e cortex pré-frontal. MR ¢ expresso
principalmente em éreas limbicas, com altos niveis no hipocampo e niveis moderados na
amigdala e no cortex pré-frontal. Por causa de suas diferentes afinidades e capacidades de
ligagdo ao cortisol, 0 MR fica ocupado quando as concentra¢des de cortisol sdo baixas, como
durante o nadir circadiano hormonal. GR s6 ¢ ativado quando os niveis de cortisol s3o altos: no
pico circadiano e em resposta ao estresse!?4.

A dexametasona e outros glicocorticoides sintéticos, como a prednisolona, em doses
baixas, penetram mal na barreira hematoencefalica devido a presenca da glicoproteina P, que ¢
um transportador. Portanto, baixas doses de dexametasona suprimem o eixo HHA, mas
penetram mal no cérebro. Assim, criam um estado de adrenalectomia seletiva, na qual MRs e
GRs centrais estdo subativados. Doses mais altas de dexametasona fazem com que a capacidade
de ligacdo da glicoproteina P seja ultrapassada, e assim a droga penetra no cérebro, ocupando
GRs centrais, mas nio MRs'?.

Os glicocorticoides sintéticos também sdo substratos para a 11B-hidroxiesteroide
desidrogenase tipos 1 e 2, cujas concentragdes variam conforme os tecidos, com conversao do
glicocorticoide para formas inativas naqueles tecidos em que a aldosterona possui uma agao
majoritaria e precisa se ligar ao MR, como nos rins. Semelhante a interconversao entre cortisol
e cortisona, prednisona e prednisolona sofrem interconversdo pelo sistema enzimdtico. A
hidrocortisona e prednisolona se ligam a CBG e albumina, enquanto a metilprednisolona e
dexametasona se ligam apenas a albumina!?S,

Os mecanismos de feedback sao mediados pela ligagao do cortisol aos GRs e MRs. Os
GRs regulam a secre¢do do hormoénio liberador de corticotrofina (do inglés, corticotropin-
releasing hormone, CRH) de maneira diferente, dependendo de sua localizagdo no cérebro. A
ligacdo do cortisol ao GR no hipotalamo regula uma alca negativa de feedback que inibe a
secre¢do do CRH e ACTH. Outros dois mecanismos de feedback negativo sdo mediados pela
ligacdo do cortisol aos GRs na hipéfise e aos MRs no hipocampo. Os sistemas lentos de inibi¢ao

do eixo sdo dependentes de acdes gendmicas. A inibi¢do rapida em feedback negativo ¢ nao
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gendmica e deflagrada minutos ap6s a administracdo de glicocorticoides sintéticos, com
supressao de entradas sinapticas excitatorias glutamatérgicas e GABAérgicas para neurdnicos

magnocelulares hipotalamicos!?”-128,

Testes de supressiao com dexametasona

O teste de supressao com dexametasona oral, 1 mg, ¢ amplamente utilizado para a triagem
e no processo diagnostico da Sindrome de Cushing. Contudo, doses inferiores a Img (0,25 e
0,5 mg)%+!2% podem ser usadas para avaliagdo da sensibilidade ao glicocorticoide, na tentativa
de se obter um espectro de resposta e ndo apenas supressao completa do eixo. Em pediatria,
doses de dexametasona acima de 0,3 mg/m?, contudo, podem suprimir completamente o eixo
HHAD? e, portanto, doses menores tém sido indicadas para avaliagdo quantitativa da
sensibilidade ao glicocorticoide nessa faixa etaria'’!. Testes com dose de 0,25 mg/m? foram
realizados em adolescentes submetidos ao estresse € em criangas e adultos em tratamento com
glicocorticoides sist€émicos. Nesses estudos, o nadir de cortisol sérico ocorreu entre 120 e 150

minutos apds a infusdo intravenosa de dexametasona!32”7.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a sensibilidade ao glicocorticoide e sua correlagdo com polimorfismos do gene
do receptor glicocorticoide (NVR3C/) em individuos com a forma classica da deficiéncia da 21-

hidroxilase.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar a frequéncia de seis polimorfismos (7thl111, ER22, 23EK, N363S, Bcll, 9f) do
gene do receptor glicocorticoide (NR3CI) em individuos com a forma cladssica da
deficiéncia da 21-hidroxilase (populagdo de interesse) e em um grupo-controle constituido
por individuos saudaveis;

2. Determinar os haplétipos correlacionados aos polimorfismos na populagdo de interesse e
grupo-controle;

3. Estimar os gendtipos na populagdo de interesse;

4. Correlacionar o gen6tipo com o fenotipo na populagdo de interesse.
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4 METODOS

4.1 Ktica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais — UFMG (Plataforma Brasil, parecer nimero 1.172.019 — Anexo A), com
anuéncia do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude (Saude da Crianca e do
Adolescente) da Faculdade de Medicina da UFMG, da Camara do Departamento de Pediatria
da Faculdade de Medicina da UFMG, das diretorias das institui¢des envolvidas (Faculdade de
Medicina e Hospital das Clinicas da UFMG) e do Servigco de Medicina Laboratorial do Hospital
das Clinicas da UFMG. Apds devidamente esclarecidos, criancas, adolescentes e adultos
participantes, bem como pais ou responsaveis, quando pertinente, assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).

4.2 Fluxograma do estudo

Trata-se de um estudo da frequéncia de seis polimorfismos do gene do GR (NR3C1)!*
e de seus arranjos em haplétipos, numa abordagem do tipo caso-controle, usando individuos
ndo relacionados e com posterior associacdo fenotipica entre os casos. O fluxograma do estudo

estd esquematizado a seguir (Figura 17).

Figura 17 — Fluxograma do estudo.

Estudo de frequéncia de seis polimorfismos
do gene do receptor glicocorticoide (NR3C1)

Genotipagem

(casos e controles)

<

Frequéncia dos alelos
Desequilibrio de ligagdo
Distribui¢éo dos haplétipos

Defini¢ao dos gendtipos
Teste funcional

(casos)

<

Correlagdo genotipo-fenotipo

Fonte: elaborado pela autora.
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4.3 Estudo da frequéncia dos polimorfismos e haplétipos

Casuistica

A populagdo de interesse foi composta por 102 individuos com a forma cléssica da D-
210H, com idade mediana de 8 anos — intervalo interquartil (IIQ) de 2-17 anos; 29 (28,4%) do
sexo masculino, e 73 (71,6%) do sexo feminino. Foram recrutados no primeiro semestre de
2016, nos ambulatorios de endocrinologia pediatrica e de adultos do Hospital das Clinicas (HC-
UFMG). O diagnéstico da D-210H foi baseado na avaliacdo clinica e bioquimica; 26 (25%)
dos pacientes foram diagnosticados no contexto do Programa de Triagem Neonatal para D-
210H. Estavam sob acompanhamento no servi¢o, com consultas clinicas e realizacdo de
exames laboratoriais periodicamente (3-6 meses), em uso regular de glicocorticoide, 102
(100%), e também de mineralocorticoide, 95 (93%), quando indicado, de acordo com o
protocolo assistencial.

O grupo-controle foi constituido por 163 individuos saudaveis, sem nenhuma doenga
cronica ou tomando qualquer medicamento regularmente; com idade mediana de 31— I1Q 27-
41 anos; 58 (35,6%) do sexo masculino e 105 (64,4%) do sexo feminino; provenientes da
mesma area geografica (Estado de Minas Gerais). Foram recrutados no Centro de Atencao

Primaria do Hospital das Clinicas (HC-UFMG), no periodo de 2010-2013.

Genotipagem

A genotipagem foi realizada em 102 casos e 163 controles. Foram coletados SmL de
sangue periférico de cada participante, em tubos contendo EDTA (4cido etilenodiamino tetra-
acético), no Servico de Medicina Laboratorial do HC-UFMG, segundo os procedimentos
habituais. As amostras foram processadas no laboratdrio de pesquisa de referéncia (Laboratorio
Interdisciplinar de Investigagao Médica, da Faculdade de Medicina da UFMG).

O acido desoxirribonucleico (DNA) de cada amostra foi extraido da camada
leucoplaquetaria de células mononucleares do sangue periférico, de acordo com técnicas padrao

(https://www.giagen.com/us). Apos o isolamento do DNA, sua concentracdo foi medida pelo

espectrofotometro NanoVue Plus (GE Healthcare). A solu¢do foi diluida para uma
concentracgdo final de aproximadamente 50 ng/pL para ser processada.

Os polimorfismos do gene NR3C1 (Tthi11l, ER22, 23EK, N363S e GR-9f) foram
genotipados através dos ensaios desenhados pela TagMan® (Identidade dos SNPs: rs10052957,
156189, 1s6190, rs56149945, rs6198), que utilizam tecnologia de discriminacdo alélica por
reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) (Applied Biosystems, Foster City, CA,
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EUA); foi utilizado o Master Mix da TagMan™ Universal PCR (Applied Biosystems) e 50 ng
de DNA para as reagdes. O dispositivo de PCR em tempo real utilizado foi o Sistema
QuantStudio 3 (Applied Biosystems) que contempla 96 pogos; o software de design e analise
foi 0 QuantStudioTM v1.4.1. As reacdes foram realizadas de acordo com o protocolo padrao:
95°C por 10 minutos, 50 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto.

A determinagdo do polimorfismo Bcl/l (rs41423247) foi realizada por reagdo em cadeia
da polimerase, a partir de fragmentos de DNA obtidos por uma enzima de restri¢ao (do inglés,
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism, PCR-RFLP), conforme
uma técnica adaptada de um estudo previamente publicado.> A amplificagdo do fragmento do
gene NR3CI foi feita utilizando 50 ng de DNA gendémico como molde, numa reagdo com
volume final de 10 pL contendo tampdo para PCR 1X, 1,5 mM de MgClz, 200 uM de cada
dNTP, 10 pmoles de cada oligonucleotideo (direto: 5'-AGAGCCCTATTCTTCAAACCTG-3"
e reverso: 5 GAGAAATTCACCCCTACCAAC-3") e 0,5 U de Platinum®Taq DNA
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A reacdo de amplificagdo foi feita em
termociclador (Mastercycler® Nexus Thermal Cycler, Eppendorf) com uma fase inicial a 95°C
por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95°C por 60 segundos, 56°C por 60 segundos e 72°C por
90 segundos, mais uma fase de extensdo final de 5 minutos a 72°C.

Na RFLP, o produto da amplificagdo da PCR (418 pb) foi digerido com a enzima de
restrigdo (Time-Saver™ Bcll, New England BioLabs Inc.) a temperatura de 50°C, durante 15
minutos em banho seco (Standard Heatblock, VWR Scientific), numa reagdo de volume final
de 15 pL (5 puL do produto da amplificacdo, 2 uLL de tampao NEBuffer 3.1 1X, 1 uL da enzima
Bell [10U] e 7 uL de agua tipo I). Apds o periodo de clivagem, a reacdo foi submetida a 60°C
durante 20 minutos para inativacao.

Para visualizagdo dos produtos da restri¢do, 15 uL do produto da RFLP, adicionados de
1 uL do tampao de migragao xileno cianol 5X, foram aplicados em gel de agarose 2%, contendo
SYBR Safe. A migracdo em eletroforese foi realizada a 80 volts, durante 30 minutos, em cuba
contendo tampao TAE 1X. O gel foi visualizado em transiluminador (K33-312A, KASVI), sob
luz ultravioleta para andlise dos fragmentos amplificados.

Genotipos homozigotos e heterozigotos foram determinados pelo tamanho dos
fragmentos gerados pela restricdo, quando comparados com o padrao de peso molecular 100 pb
(GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas). Essa enzima B¢/l reconheceu e clivou o
sitio de restricdo 5°...T|GATCA...’3. Dessa forma, o fragmento contendo o alelo selvagem C
em homozigose clivado, gerou fragmentos de 267 pb e 151 pb. O fragmento de 418 pb contendo

o alelo mutante G em homozigose ndo apresentou sitio de restri¢do, permanecendo do mesmo
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tamanho apds a clivagem. O genétipo heterozigoto foi identificado na presenga de trés

fragmentos (418 pb, 267 pb e 151 pb) (Figura 18).

Figura 18 — Genotipagem do polimorfismo Bc/l: A figura superior mostra, em letras maitsculas, o
fragmento correspondente ao final do exon 2 do gene do receptor do glicocorticoide. O polimorfismo
consiste na substitui¢do de C por G, 646 pares de bases a partir do exon 2 (sublinhado duplo). As
sequéncias sublinhadas indicam a localizagdo dos primers usados no ensaio. A figura inferior mostra a
posicao dos primers de oligonucleotideos e os produtos amplificados (F: Direto, R: Reverso, MF:
Mutante, WR: selvagem). As setas horizontais indicam o tamanho dos produtos amplificados. As
posicdes dos alelos selvagem (C) e mutante (G) estdo indicadas por setas verticais.

TGGCTATTCA AGGTAAGATC AGTGTTTTT

ATTG VT AT

\T GTARATCTTC
A AG ARAG

TA
ATAGTATT.

'AAGTAG ATAA GCCAARAATTG T
'CGTTTATA AGCATACTGA TATTTTTGTC T
TTCTAAATGT AGATATACGT GITGGTIAGGGE G .

284 bp

Fonte: Adaptado®.

Analise estatistica

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foram testados para cada locus dos
seis polimorfismos nos dois grupos (casos e controles), usando o método Monte Carlo da
Cadeia de Markov, através do programa computacional Genepop, versao 4.2 (Rousset 2008).
Esse teste ¢ utilizado principalmente como uma verifica¢do da qualidade dos dados e permite,
por exemplo, descartar loci que se desviam do HWE?,

O mapeamento e célculo do desequilibrio de ligacdo (DL) foram realizados pelo

software Haploview (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview), versao 4.2, através de ambas

as estatisticas D’ e r?, que possibilitam em conjunto estabelecer o grau de co-hereditariedade
dos polimorfismos, levando em conta também suas reais frequéncias.

As frequéncias dos alelos menores (do inglés, minor allelic frequency, MAF) foram
comparadas por y2, considerando p<0,05. Razdes de chances ¢ intervalos de confianga de 95%
foram determinados para a comparacao da distribuicdo dos gendtipos entre casos € controles.

Andlise de haplotipos foi realizada usando o software Haplo.stats (versdo 1.6.3),

disponivel na versdo R, 3.5.1, usando um algoritmo de estimativa de maxima verossimilhanca
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(fungdo haplo.em). O software calcula valores especificos para cada haplotipo no teste de

associacdo caso-controle, considerando p<0,05 (fung¢do haplo.score).

4.4 Avaliacio funcional da sensibilidade ao glicocorticoide

Caracterizacao da amostra

A apresentagdo genotipica diploide referente aos polimorfismos estudados na populagao
de interesse foi estimada computacionalmente. Assim, para a avaliagdo funcional, foi
selecionada uma subamostra, dentre os casos, constituida por individuos com genétipo que foi
estimado com 100% de certeza e cujo perfil era exclusivo de hipersensibilidade ou de
resisténcia ao glicocorticoide, segundo apontado pela literatura!?. Foram eleitos para o teste 34
participantes, sendo que 28 estavam em boas condi¢des de saude e puderam participar.

Assim, a amostra final do teste funcional (n=28) foi constituida por 9 criancas, 9
adolescentes, 10 adultos, com idade mediana de 12 (2-34) anos; 21 (75%) do sexo feminino, 7
(25%) do sexo masculino; 21 com a forma perdedora de sal (75%), dos quais 16 (76%) estavam

em uso do mineralocorticoide (fludrocortisona).

Protocolo de estudo

O estudo funcional utilizado para a avaliagdo da sensibilidade ao glicocorticoide foi o
teste de supressdo do cortisol sérico com dose muito baixa de dexametasona (do inglés, very
low-dose dexamethasone test, VLD-DST), ja bem descrito na literatura para esse fim e
padronizado com a dose intravenosa de 20 pg/m? em estudo prévio>®.

Apds o consentimento, por telefone, foram convocados os participantes e obtidas as
informagdes recentes a respeito dos medicamentos de uso continuo, como glicocorticoide,
mineralocorticoide e anticoncepcional oral (ACO). O tempo de suspensdo do glicocorticoide
de uso continuo foi de 4 dias para hidrocortisona, 6 dias para prednisona e 7 dias para
dexametasona, levando em conta a meia-vida biolodgica de cada farmaco (hidrocortisona 12-36
horas, prednisona 18-36 horas e dexametasona 36-54 horas).” ApOs a suspensdo do
glicocorticoide, os participantes foram cuidadosamente monitorados por telefone. Os demais
medicamentos de uso continuo (fludrocortisona ¢ ACO) foram mantidos.

Os participantes realizaram o teste apenas quando a 17-hidroxiprogesterona (170HP)
sérica, medida por um ensaio de quimioluminescéncia disponivel no mercado, foi >1000 ng/dL,

sugerindo que nio houvesse a supressdo do eixo HH® na véspera do teste (no ultimo més).
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O teste funcional foi realizado no Servigo de Medicina Laboratorial do HC-UFMG,
entre outubro/2018 e agosto/2019. Os participantes vestiram roupas leves e foram submetidos
a avalia¢do clinica prévia: afericdo dos dados vitais, medidas da pressdo arterial sist€émica (por
esfigmomandmetro Welch Allyn Tycos® devidamente calibrado e estetoscopio Littmann®);
medida da altura por estadidmetro de parede e do peso, por balanga digital portatil calibrada.
As avaliag¢des foram realizadas utilizando-se 0 mesmo equipamento e pelo mesmo examinador.
O indice de massa corporal (IMC) foi calculado pela relagio: peso (kg)/estatura® (m); os valores
do IMC para idade e sexo foram analisados em escores z para a classificagdo do estado
nutricional, segundo a Organizagdo Mundial de Saude. A superficie corporal foi calculada a
partir da seguinte formula: [peso (kg) x 4 +7/90 + peso (kg)] 1.

O protocolo inicial foi estabelecido exatamente conforme padronizagdo, com dosagens
do cortisol sérico basal as 08:00 horas e, 2 horas ap6s, o fosfato dissddico de dexametasona
intravenoso (Decadron® 2mg/ml, Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A., Brasil). A
preparacao da solugdo também foi realizada conforme o protocolo (I mL do produto diluido
em 19 mL de solugdo salina 0,9%, para uma concentragio final de 100 pg/mL)%. A dose da
dexametasona infundida foi calculada de acordo com a area da superficie corporal em mg/m?.

Uma fase-piloto foi realizada com amostragem por saturagdo, entre outubro/2018 e
janeiro/2019, optando-se por ampliar o teste funcional com uma segunda administracdo de
dexametasona em dose dobrada (40 pg/m?) e coleta de nova amostra de cortisol 2 horas apds.

O protocolo de estudo foi finalmente estabelecido (Quadro 1).

Quadro 1 — Protocolo do teste funcional

1) Dosagem do cortisol basal (08:00 horas)
2) Infusdo de dexametasona intravenosa (20 pg/m?)
3) Dosagem do cortisol sérico apds 2 horas
4) Infusdo de dexametasona intravenosa (40 pg/m?)

5) Dosagem final de cortisol sérico apos 2 horas (~ 4 horas do basal)

Fonte: elaborado pela autora.
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Ensaios

Os procedimentos de transporte e armazenamento das amostras para analise do cortisol
sérico foram realizados conforme a rotina do Servico de Medicina Laboratorial do HC-UFMG;
o cortisol sérico foi analisado na propria institui¢do, pelo Sistema Integrado Vitros® 5600,
plataforma Microwell, da Johnson & Johnson (Buckinghamshire — Reino Unido, 2009). Para
esse ensaio, o intervalo de referéncia para o cortisol sérico era de 4,46-22,7 ug/dL, o limite de
deteccdo de 0,1 pg/dL, e o intervalo de trabalho 0,16-61,6 ng/dL.

O Sistema Integrado Vitros® 5600 foi submetido ao processo de validacdo no Servico
de Medicina Laboratorial de referéncia, em que foram determinadas as caracteristicas de
desempenho a seguir, para o cortisol basal sérico (Quadro 2). A variabilidade intraindividual

do cortisol sérico, apos a dose de 20 ug/m?, foi de 4,3% no estudo de referéncia®.

Quadro 2 — Caracteristicas de desempenho do ensaio para o cortisol sérico
pelo Sistema Integrado Vitros® 5600.

e Exatiddo: Bias ou erro sistematico de -3,01% (nivel 1 com coeficiente de variagdo de 2,65) e -2,26% (nivel 2
com coeficiente de variacdo de 1,49). Erros totais: 7,38% e 4,72% (erro total permitido desejavel de 29,8% e
otimo de 14,9%).

e Coeficiente de variagdo intraindividual (CVi%) = 20,9% e o geral (CVg%) = 45,6%.

Fonte: elaborado pela autora.

Analise estatistica

Os gendtipos foram estimados usando o software Haplo.stats (versdao 1.6.3), disponivel
na versdo R 3.5.1, usando um algoritmo de estimativa de méxima verossimilhanca (fungao
haplo.em), que leva em conta a frequéncia e co-hereditariedade dos polimorfismos estudados
na populacdo de interesse.

As concentragdes do cortisol basal e apds supressao no teste funcional foram estudadas
como varidveis continuas (média dos valores) e como reducdes percentuais (F%). A principal
variavel de interesse foi o genotipo (polimorfismos do gene do GR). As demais varidveis foram
cortisol basal, forma clinica (individuos virilizantes simples ou perdedores de sal), idade, sexo,
uso de fludrocortisona, classe e dose do glicocorticoide, IMC e uso de ACO.

As andlises univariadas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
(KW) para a comparacao de medianas. O nivel de significancia utilizado foi p<0,10, tendo em

vista o tamanho da amostra.
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Para os resultados do cortisol como redugdo em percentual foram realizados modelos de
regressao linear, usando o método backward stepwise regression, onde o modelo final ¢
determinado a partir do modelo com todas as covariaveis: a cada passo, ¢ retirada a varidvel
com o maior p-valor, até que as variaveis restantes no modelo sejam todas significativas. O
nivel de significancia utilizado foi p<0,05.

Dois modelos de efeito temporal foram construidos para estudar os niveis médios de
cortisol durante o teste em comparagdo ao basal, separadamente para individuos perdedores de
sal e virilizantes simples. O nivel de significancia utilizado foi p<0,05.

Os softwares utilizados foram: R (versao 3.6.1, R Core Team, 2019), Minitab®
Statistical (versao 17.1.0, 2010) e Microsoft® Excel para Mac (versao 16.32, 2019).

4.5 Financiamento

O presente trabalho foi parcialmente financiado pelo CNPq (Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico Tecnologico, Brasil) e FAPEMIG (Fundagdo de Amparo a

Pesquisa do Estado de Minas Gerais, Brasil).
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S ARTIGOS

GLUCOCORTICOID RECEPTOR GENE POLYMORPHISMS AND HAPLOTYPES
IN CONGENITAL ADRENAL HYPERPLASIA

ABSTRACT

Background: Lifelong glucocorticoid (GC) replacement serves as the mainstay
treatment for Congenital Adrenal Hyperplasia (CAH) due to 21-hydroxylase deficiency (21-
OHD) in its classical form. There is great variability in response to drug treatment, beyond
adherence. Therefore, therapeutic management of patients with CAH remains a challenge.
There are new insights into the genetic basis of variation in GC response in healthy individuals
and these data point to a role for GC receptor (GR) gene polymorphisms. Aim: To determine
the frequencies of the most studied GR gene polymorphisms and haplotypes in 21-OHD
subjects compared to healthy controls. Methods: We investigated six single nucleotide
polymorphisms of this gene involving a modified response to GC as follows: Tthl111, ER22,
23EK, N363S, Bcll and 9 (rs10052957, rs6189, rs6190, rs56149945, rs41423247, rs6198).
Each minor allelic frequency (MAF) and the most common haplotypes were determined for
102 classical-21-OHD and 163 healthy subjects for association studies. Results: There was
strong linkage disequilibrium (LD) between the alleles. Six main haplotypes were
distinguished, of which four presented the 7thl111-variant. Heterozygous-7thl111 occurred
more commonly amongst cases (p=0.004), while heterozygous-Bc/l was more common
amongst controls (p=0.049). There were no statistical differences in overall haplotype
frequencies, except for Haplotype-4, Bcll, which occurred less commonly amongst cases
(p=0.01795). Results were consistent with the subjects’ European ancestry. Conclusions: The
Bcll-haplotype, which is the most frequent one correlated with increased GC sensitivity,
occurred less commonly in CAH-subjects. Further research is warranted to evaluate the clinical
relevance of this statistical finding and the prognostic value of assessing GR haplotypes to guide
more personalized treatment among subjects with poor clinical control.
Keywords: Glucocorticoid receptor gene polymorphism; Haplotype; Congenital Adrenal
Hyperplasia.
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Congenital Adrenal Hyperplasia (CAH) due to 21a-hydroxylase deficiency (21-OHD)
is an autosomal recessive disorder caused by mutations in the CYP2/A2 gene, mapped on
chromosome 6 (6p21.3). This gene is part of the genetic structure that encodes the main human
histocompatibility complex (RCCX locus), containing RP protein kinase, C4, CYP21, and
tenascin X genes.!>* There is a genetic recombination of CYP2142 and its pseudogene,
CYP21A1P, with which it shares a 98% homology. The high identity between CYP2] genes
and the organization of duplicate genes in this chromosome region favoured unequal pairing
during meiosis and consequently uneven crossing-over events. Pseudogene derived variants
due to gene conversion account for about 70% of CYP21A2 causing mutations.*°

21-OHD patients can be compound heterozygotes and have different mutations in the
maternal and paternal alleles. This contributes to a broad spectrum of clinical variability, which
ranges from severe or classical (CL) to mild late-onset or non-classical. CL affecting around
1:15,000!! live births, is represented by two traditional phenotypes: simple virilizing (SV) and
salt-wasting (SW) forms. SW-CAH, the most severe amongst the two phenotypes, accounts for
an estimated 75% of CL cases. The severe impairment of the enzyme (< 1-2% activity) leads
to poor cortisol production that relieves negative feedback to the hypothalamus and the pituitary
gland. In response, the secretion of corticotropin-releasing hormone (CRH) and
adrenocorticotropic hormone (ACTH) are amplified, resulting in hyperplasia of the adrenal
cortex.!>13
Lifelong glucocorticoid (GC) replacement serves as the CL mainstay treatment (added
fludrocortisone in SW). In childhood, the conventional therapy is a body surface area-related
thrice daily hydrocortisone regimen, as its shorter half-life minimizes the effects of more potent
and longer-acting GCs on linear growth. However, most patients will have very low levels of
cortisol in the early hours of the morning because hydrocortisone cannot replicate the normal
circadian rhythm in cortisol levels. Oral hydrocortisone presents a good bioavailability, but
considerable interpersonal variability in its pharmacokinetics is expected due to fast drug
metabolizers.!41°

Sub-treatment often due to non-adherence leads to hyperandrogenism, virilization and
progressive advancement of bone age. On the other hand, hypercortisolism can lead to obesity,
important reduction in growth rate and progressive loss of bone mass. Both GC excess and
hyperandrogenism correlate with short stature in adulthood.!”! Thus, the greatest therapeutic
goal in CL treatment is to replace GCs while avoiding androgen excess, preventing nocturnal

ACTH peak levels, but without the major side effects of long-term basis GC use.
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The therapeutic management of patients with CAH remains a challenge. There is great
variability in response to drug treatment, beyond adherence.?’!

The cellular response to GCs displays profound variability both in magnitude and in
specificity of action. Tissue sensitivity to GCs differs amongst individuals, within tissues of the
same individual and within the same cell, depending on the cycle phase. The actions of GCs
are mediated by the GC receptor (GR), which is an intracellular transcription factor.??

Multiple mechanisms generate diversity and specificity in the GC response?*?*. There
are new insights into the genetic basis of variation in GC response in healthy individuals and
these data point to a role for GC receptor (GR) gene polymorphisms. The GR, which is encoded
by the NR3C1 gene (Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1), is implicated in a
broad spectrum of functions that are essential for life and maintenance of basal and stress-
related homeostasis.?>2® Specific arrangements of the GR polymorphisms could explain, at least
in part, the interindividual variability of GC response, which may be relevant for CL clinical
management?’-2%,

Given this evidence, the aim of the present study was to evaluate the frequencies of the
most relevant single nucleotide polymorphisms (7th1111, ER22, 23EK, N363S, Bcll, 98)*°*°
and correlated haplotypes of this gene in patients with 21-OHD, compared to healthy controls.

Methods

We have investigated the most studied polymorphisms of the GR gene (7th1111, ER22,
23EK, N363S, Bcll and 98)*>*° and estimated each minor allelic frequency (MAF) and
haplotypes, compared to healthy controls.

The study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal University of
Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brazil. All of the children, adolescents and legal

guardians signed an informed written consent after receiving information concerning the study.

Subjects

The population of interest was composed of 102 21-OHD unrelated subjects, aged 8.95
years [interquartile range (IQR) 2.13-17.95]; 73 females (71.6%) and 29 males (28.4%). Most
patients (93%) were SW and 7% SV. The diagnosis was based on clinical and biochemical
evaluation and all girls reported ambiguous genitalia at birth. No participant had another chronic

illness or took medication other than hormone replacement therapy for CAH and low-dose oral
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contraceptives. They were recruited in 2016 and were under regular monitoring and treatment
at the Endocrinology Ambulatory Care Centre (UFMG).

The control group consisted of 163 healthy unrelated subjects from the same geographic
area (Minas Gerais State, Brazil), aged 31 years (IQR 27-41), from which 105 were females
(64.4%) and 58 males (35.6%). They did not present any chronic disease or took medications
regularly and were recruited at the institution (UFMG) Primary Care Centre from 2010 to 2013.

Genotyping

The human GR gene (NR3C1) is located in chromosome 5 (5q31.3)*! and spans a length
of 157,582 bases. It is comprised of 13 first non-coding exons, designated 14-; (excluding "g"),
which act as alternative promoters, and 8 protein coding regions or exons (numbered 2-9).

For our study, participants had blood samples collected at UFMG Laboratory Medical
Service and were then genotyped for the most relevant single nucleotide polymorphisms (SNPs)
of the GR gene: Tthl111, ER22, 23EK, N363S, Bcll and GR-9f. A schematic genomic view is

presented in figure 1.

Tth1111 ER22 23EK N363S Bell GR-98
—— W —
1 2 34 5 67 8 9 alpha 9 beta
T T T
TAD DBD LBD

Tth111T: in flanking area; ER22, 23EK, N363S: exon 2 at TAD; Bcll: intron between exons 2 and 3; 9p: exon 9
TAD: transactivation domain; DBD: DNA binding domain; LBD: ligand binding domain

Figure 1. Schematic representation and localization of the NR3CI gene polymorphisms
Tthlll1l, ER22, 23EK, N363S, Bcll and 96 (rs10052957, rs6189, rs6190, rs56149945,
rs41423247, 1s6198) Adapted™.

The DNA was extracted from the buffy coat of peripheral blood mononuclear cells

according to standard techniques (https://www.giagen.com/us/). After isolation, DNA was

quantified using the NanoVue Plus spectrophotometer (GE Healthcare). Re-dilution of
solutions were made to bring the final concentration to approximately 50 ng/pL.

For allelic discrimination, predesigned TagMan™ (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific) SNP genotyping assays probes (rs10052957, rs6189, rs6190, rs56149945, rs6198),
TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) and 50 ng of DNA were prepared.
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A real-time PCR device (Applied Biosystems, QuantStudio 3 Real-Time PCR System, 96-well
thermal blocks/ QuantStudio™ Design and Analysis Software v1.4.1) was used according to
the following protocol: samples were exposed to 95° C for 10 min, 50 cycles at 95° C for 15s
and at 60° C for 1 min.

DNA samples were investigated for Bcll polymorphism (rs41423247) using Restriction
Fragment Length (RFLP) analysis according to previous technique published.?* Described in
basic terms, the PCR amplification product was digested by a restriction enzyme and the
fragments were separated by 2% agarose gel electrophoresis.

Homozygous and heterozygous genotypes were determined by the size of the
restriction-generated fragments when compared to the 100 bp molecular weight standard
(GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas). The Bc/l-enzyme recognizes and cleaves
the restriction site 5 '... T | GATCA ..."' 3. Thus, the fragment containing the homozygous wild
allele C, when cleaved, generates fragments of 267 bp and 151 bp. The 418 bp fragment
containing the homozygous mutant G allele has no restriction site, remaining the same size after

cleavage. The heterozygous genotype was identified when the three fragments were present

(418 bp, 267 bp and 151 bp).

Statistical Analysis

Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were tested for each locus and
group using a Markov Chain Monte Carlo method in Genepop, 4.2 version (Rousset 2008).
Linkage disequilibrium (LD) mapping was computed with Haploview software

(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/), 4.2 version, measured by both D and r? statistics.

Minor allelic frequencies (MAF) were compared through %2 and significance was taken
at the p<0.05 level. Odds ratios and 95% confidence intervals were determined for genotype
distribution (case/control data). Haplotype and genotype analysis were performed using
Haplo.stats package (1.6.3 version) available in R, 3.5.1 version, using a maximum likelihood
estimation algorithm (haplo.em function) for all SNPs. The software calculates specific values
for each haplotype in the case-control association test, considering p<0.05 (haplo.score

function).

Results

All polymorphisms were in Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE). The first schematic
plot (figure 2) shows very strong linkage disequilibrium (LD) between the most studied SNPs,
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without major differences between cases and controls, through D’. Complementary 12 analysis

suggested that only ER22 and 23EK display complete LD (figure 3).

N363S
23EK
ER22
Thellll
N363S
23EK
ER22
Thellll

Genomic organization of polymorphisms (from 3’ to 5°) is indicated in the upper part of the figure.

Panels indicate in red: strong pairwise LD; in white: LD is weak or non-existent; in lilac: intermediate LD between
SNPs.

LD: linkage disequilibrium; SNPs: single nucleotide polymorphism

CAH: Congenital Adrenal Hyperplasia

Figure 2. Linkage disequilibrium between the polymorphisms 7thl111, ER22, 23EK, N363S,
Bcll and 96 (rs10052957, rs6189, 156190, rs56149945, rs41423247, rs6198) mapping through
D’ in 102-CAH subjects (A) and a control group of 163 healthy controls (B)

N363S
23EK
ER22
Thelll
N363S
Theill

Genomic organization of polymorphisms (from 3’ to 5°) is indicated in the upper part of the figure.

Panels indicate in black: complete pairwise LD between the adjacent SNPs; in white: LD is not significant; in
shades of grey: intermediate LD.

LD: linkage disequilibrium; SNPs: single nucleotide polymorphism

CAH: Congenital Adrenal Hyperplasia

Figure 3. Linkage disequilibrium between the polymorphisms 7thl111, ER22, 23EK, N363S,
Bcll and 96 (rs10052957, rs6189, 156190, rs56149945, rs41423247, rs6198) mapping through
12 in 102-CAH subjects (A) and control group of 163 healthy controls (B)
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Genotype analysis (table 1) showed that heterozygous 7thl111 (GA) occurred much
more commonly amongst cases (p=0.004), while heterozygous Bc/l (CG) was more common

amongst controls (p=0.049). There were no significant differences in MAFs.

Table 1. Minor allelic frequencies and genotype distribution of the polymorphisms 7thl111,
ER22/23EK, N363S, Bcll and 96 (rs10052957, rs6189, rs6190, rs56149945, rs41423247,
rs6198) in 102 CAH-subjects compared to163 healthy controls

Cases Controls
Minor allele (n=102) (n=163) x2 p-value
Tthilll 32.8% 25.8% 2.931 0.0869
ER22 2.5% 3.3% 0.300 0.5842
23EK 2.5% 3.3% 0.300 0.5842
N363S 0.5% 1.7% 1.414 0.2345
Bcell 26% 32.7% 2.561 0.1095
9B 16.2% 11.6% 2.202 0.1378
Genotype OR. (95% CI) p-value
Tthilll
G>A
GG 42% 58% 1.0
GA 50% 31% 2.186 (1.287-3.714) 0.004
AA 8% 10% 1.166 (0.459-2.957) 0.747
ER22/23EK
CT
CC 95% 97% 1.0
CT 5% 3% 1.907 (0.499-7.28) 0.345
TT 0 0
N363S
>C
TT 99% 97% 1.0
TC 1% 3% 0.282 (0.031-2.566) 0.261
CC 0 0
Bcll
C>G
CC 56% 43% 1.0

CG 36% 48% 0.581(0.338-0.998) 0.049
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GG 8% 9% 0.702 (0.267-1.842) 0.472
9B

>C

CcC 70% 79% 1.0

TC 28% 19% 0.587 (0.324-1.061) 0.078
TT 2% 2% 1.136 (0.185-6.964) 0.890

CAH: Congenital Adrenal Hyperplasia; OR: odds ratio; CI: confidence interval; y2: chi-square

Estimation of LD (D’) showed that 94 variant was inherited together with all other
polymorphisms in both groups. However, a thorough analysis considering MAFs data within
the same group, reveal that 98 was weakly correlated with ER22/23EK (D’=1; r?=0.10-0.13)
and moderately with Tthl111 (D’=1; r>=0.37-0.39), in correspondence to their low and
intermediate MAFs, respectively.

There were no statistical differences in overall haplotype frequencies, except for the
Haplotype 4 (Bcll), which occurred less commonly amongst cases (p=0.01795). Haplotypes 7
(N363S); 8 (N363S + Bcell) and 9 (Tth1111 + N363S + Bcll) were not included in the analysis,

because of their low frequencies (< 1%). Haplotype distribution is shown in table 2.

Table 2. Haplotypes distributions of the polymorphisms 7thl111, ER22/23EK, Bcll and 95
(rs10052957, rs6189, rs6190, rs41423247, rs6198) in 102 CAH-subjects compared to 163

healthy controls
Cases Controls
Haplotypes Alleles (n=102) (n=163) OR.(95%CI)  p-value
1 wild 55.3% 53% 1.0 0.8063
2 Tth1111 + Bcll 13.2% 11.9% 1.01 (0.58-1.77) 0.700182
3 Tth11I1+ 98 12.3% 9.9%  1.30(0.7-2.39) 0.22685
4 Bell 11.3% 19.9% 0.56 (0.31-0.99) 0.01795
5 Tth1111 3.4% 2.1% 1.64 (0.46-5.86) 0.28547
6 Tth1111 + ER22/23EK + 98 2.5% 1.2%  1.19(0.4-3.53) 0.29234

CAH: Congenital Adrenal Hyperplasia; OR: odds ratio; CI: confidence interval

Discussion

In our series, we found differences in haplotype distribution and LD patterns of GR gene
polymorphisms in CAH-subjects compared to healthy controls. All gene variants were in HWE,

although random mating criteria was not fully guaranteed, since CAH is an autosomal recessive
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disease, suggesting that consanguineous marriages were much more frequent among this
group.>*

The pattern of LD in the human genome appears to be highly non-random, with well-
defined blocks in which only a small proportion of all possible haplotypes account for most
observed variation, separated by regions of relatively low LD. In our series, quite substantial
LD was observed in agreement with the literature, although some data may bias upward due to
our relatively small samples. LD occurs for a number of reasons, including random drift in
allele frequencies, leading to chance associations in finite populations; non-random mating
based on joint genotypes; mixtures of subpopulations with different allele frequencies; mutation
or founder effects; and natural selection for or against a particular combination of alleles®>. The
strong LD of the NR3C1 gene variants and its low recombination rate across 157,582 bases lead
to high LD and several haplotype combinations of SNPs.

These gene haplotypes are described in the literature according to ethnicity. Brazil is a
continental country (8,514,876 km?) with 26 states divided into five regions. It presents a very
heterogeneous population due to a trihybrid ancestry and five centuries of heterogeneous
miscegenation. European ancestry accounts for 60-77% of Brazilians’ genetic background and
is followed by African and Amerindian ancestries. The Southern region displays a greater
European ancestry (77%) than other regions; individuals from the Northeast Brazil display the
highest African ancestry contribution (27%) whereas individuals from the North regions display
the highest Amerindian ancestry contribution (32%) (figure 4).3637

This study was conducted in Minas Gerais State (586,528 km?), located in the Southeast
region, where ancestry proportions were estimated as 74.2% European, 17.3% African and

7.3% Amerindian®’.
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Pie charts showing in red: Amerindian ancestry; in black: African ancestry; in grey: European ancestry

Figure 4. Geographic map showing the Brazilian population ancestry represented by the states

of Minas Gerais, Amazonas, Bahia and Rio Grande do Sul. Adapted®¢.

The GR haplotypes distribution in our study have a lot in common with others described

in European sets (tables 3 and 4).

Table 3. Haplotype distribution of the polymorphisms 7thl111, ER22/23EK, Bcll and 98
(rs10052957, rs6189, rs6190, rs41423247, rs6198) and in 102 CAH-subjects, 163 healthy

controls and from Dutch cohorts

Dutch

Cases Controls Cohort*

Haplotypes Alleles (n=102) (n=163) (n=10000)
1 Wwild 55.3% 53% 42%

2 ThelIll + Bell 13.2% 11.9% 14%

3 ThtIIl1 + 9B 12.3% 9.9% 14%

4 Bcll 11.3% 19.9% 23%

5 Thellll 3.4% 2.1% <1%

6 Thtllll + ER22/23EK + 98 2.5% 1.2% 2.5%

CAH: Congenital Adrenal Hyperplasia
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Table 4. Minor allelic frequencies of the polymorphisms 7thl111, ER22/23EK, Bcll and 95
(rs10052957, rs6189, rs6190, rs41423247, rs6198) in 102 CAH-subjects, 163 healthy controls

and from the 1000 Genomes Project?®

Cases Controls Total Europe Africa America
Polymorphism (n=102) (n=163) (n=5008) (n=1006) (n=1322) (n=694)
Tth1111 32.8% 25.8% 22.1% 32.1% 26.6% 20.4%
ER22/23EK 2.5% 3.3% 1.06% 2.98% - 0.58%
N363S 0.5% 1.7% 0.6% 1.79% 0.08% 1.15%
Bcll 26% 32.7% 25.4% 37.9% 20% 26.3%
I 16.2% 11.6% 8.3% 17.4% 2.3% 9.5%

CAH: Congenital Adrenal Hyperplasia

Our comparative genotype analysis showed that heterozygous 7thl111 (GA) occurred
more commonly amongst cases, while heterozygous Bc/l (CG) was more common among
controls. These findings have considerably impacted the haplotype distribution and ranking
amongst groups: except for the wild-haplotype, B¢/l was the most common haplotype amongst
controls, while it occupies the third place amongst cases. HWE also showed that the disease
(CAH) risk per se does not directly correlate to the evaluated polymorphisms. Therefore, we
assumed that the diversity within this population drove the observed genotype differences.
However, the hypothesis that 74111 is in fact more common amongst CAH-subjects, should
not be ruled out given the statistical significance found in our analysis.

Besides Tthl111 and Bcll, heterozygous 95 was also frequent in our series. These
variants also exist commonly amongst Europeans’, reinforcing our ancestry trend.

Two other cohorts with CAH patients, from Sao Paulo State, at Southeast Brazil, with
41 children/ adolescents®®, and 68 adults*’, revealed: Bc/l MAFs of 23.1% and 26.4%; and 98’s
of 9.7% and 9.6%, respectively. These studies tested the influence of the two polymorphisms
on CAH patients’ metabolic profile and found that Bc/l might play a role in obesity in adults;
and 98 could be involved with a susceptibility to adverse lipid profile in children and
adolescents. Previous data showed relationships between altered GC sensitivity and changes in
both body composition and metabolic parameters mediated by NR3C/ gene polymorphisms
also in healthy subjects.*!

Tthl1111, ER22/23EK and 9pf-variants usually correlate to GC resistance in the
literature?®-3%, Tth 1111 polymorphism consists of G>A nucleotide exchange and is located near
the distal promoter region of the gene, in an intronic region between alternative exons 1. It has

been studied in association with other polymorphisms, mainly ER22/23EK. TthllI1
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12 and pos-dexamethasone®?

polymorphism has been previously correlated with higher basa
cortisol values, although it might not have autonomous effects. The effects probably stemmed
from the association of this variant with either 98 or ER22/23EK polymorphisms*. Studies in
carriers also explored a possible link to GC resistance phenotypes in asthma**, cardiovascular
risk® and psychiatric comorbidities.*#’

The ER22 and 23EK variants are usually described together in the literature, since they
include two adjacent codons (22 and 23) and are in perfect LD (D’=1 and r’=1), as we confirmed
in our series. They were inherited with other common alleles (with high D’), but they are quite
rare, which explains the low r?. Both variants are correlated with reduced transactivation
capacity, since they are located in the transactivation domain of the GC gene. Mechanisms on
transrepression has been reported, suggesting other as yet unclear indirect actions associated
with these polymorphisms.?>* The change in DNA sequence is from GAG/AGG to
GAA/AAG, with translation for glutamic acid/ arginine (E-R) and glutamic acid/ lysine (E-K),
respectively. Molecular studies show 15% increase in the translation variants proportion (GRa-
A/GRo-g) among carriers, which seems to be associated with increased GC resistance.*®
Tthll1l1l, ER22/23K-variants carriers show less cortisol suppression on a dexamethasone
suppression test (DST), compared to only 7TthllI1 carriers®. Better metabolic and
cardiovascular health profiles were reported among carriers**-,

The 9§ polymorphism leads to more stable expression of the GC receptor gene splicing
variable, GR-f, and may thereby decrease GC sensitivity, once it compasses a dominant
negative effect’!. It leads to a T>C nucleotide substitution, located in the 3’-UTR of exon 98,
the terminal exon of the mRNA of the B isoform. This untranslated region (UTR) is located just
after the terminating signal of the coding region and signals with ‘ATTTA’ motifs the end of
protein synthesis of the B isoform.?*3° The nucleotide substitution, located in this ‘ATTTA’
motif (changing it to GTTTA), is known to destabilize mRNA and decrease receptor protein
expression in vitro®!. It has been associated with a clinical phenotype consistent with effects of
reduced GC sensitivity on the immune system>2. Recently, another common variant of the GR-
9B has been associated to the G3734T polymorphism>*,

The N363S and Bcll polymorphisms are commonly correlated to GC increased
sensitivity. The Bclll-variant occurs quite commonly, therefore it is the most studied
polymorphism to date. Located between exons 2 and 3, this variant is a specific fragment of
DNA that is removed by an endonuclease-restriction enzyme®. It has been associated with

increased body fat in adults*' and higher cardiovascular risk in individuals with autoimmune
y g

adrenal insufficiency’® and CAH®*’. Several psychiatric disorders in childhood and
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5759 and major depression in adults are more common amongst carriers®’. The exact

adolescence
mechanism by which this polymorphism affects GC sensitivity is not yet elucidated, but carriers
show higher GC sensitivity, given the lower suppressed cortisol levels following DST.*3

N363S polymorphism is located in the GC gene transactivation domain, leading to the
exchange of the amino acid asparagine (N) for serine (S), in codon 363. The variant was
associated with better disease outcomes in a cohort with CAH paediatric patients. Girls who
were carriers presented milder genital virilization than non-carriers; the obesity pattern seems
to be also modified among carriers. MAF was equivalent to that of the general population.®
This polymorphism was also studied, in vitro and in vivo, associated with higher transactivation
capacity, as demonstrated by DST. In the elderly it has been associated with an increased BMI
and decreased trabeculated bone mass.5>%3 A molecular study shows that changes in the receptor
protein modify the regulation of important genes, which act in cell growth and nucleic acid
metabolism.®

In conclusion, heterozygous-7th1111 occurred more commonly amongst cases, while
heterozygous-Bcll was more common amongst controls. The Bc/l GR-haplotype, which is the
most frequent one correlated with increased GC sensitivity, occurred less commonly in CAH-
subjects. Further research is warranted to evaluate the clinical relevance of this statistical
finding and the prognostic value of assessing GR haplotypes to guide more personalized

treatment in patients with CAH and GC resistance.
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PHARMACOGENOMIC MARKERS OF GLUCOCORTICOID RESPONSE IN
CONGENITAL ADRENAL HYPERPLASIA

ABSTRACT

Background: Glucocorticoids (GC) are the mainstay of treatment for Congenital
Adrenal Hyperplasia (CAH) due to steroid 21-hydroxylase deficiency (21-OHD) in its classical
(CL) form. Pharmacogenomics may predict the GC response in 21-OHD-CL-patients and
prevent long-term side effects. There are novel insights into the genetic basis of the
GC diversity that point to an important role for GC receptor (GR) gene polymorphisms. Aim:
To investigate whether five GR gene polymorphisms (7th1111, ER22, 23EK, Bcll and 95/
rs10052957, rs6189, rs6190, rs41423247, rs6198) are associated to different GC response in a
cohort of 21-OHD-CL subjects. Methods: GR genotype-phenotype associations were explored
after a dexamethasone suppression test (DST) using very low-doses (20 and 40 pg/m?). Out of
28 subjects aged 12 (2-34) years enrolled in this study, 75% were females and 25% were males;
75% presented the salt-wasting form (SW) and 25% the simple virilizing form (SV). Results:
Subjects who carried 7th1111 and 9f, associated or not to the ER22/23EK variants, showed an
impaired DST response compared to Bc/l-carriers. All non-suppressors were carriers of the
“Tthi111 + Bcll/ Wild” or “Tthl111 + ER22/23EK + 96/ Wild” genotypes. SW subjects
presented less cortisol suppression compared to SV (p<0.001). Children younger than 10 years
presented more cortisol suppression compared to adolescents and adults (p=0.035). SV subjects
with GC hypersensitivity-genotypes showed decreased average cortisol levels compared to
those with GC resistance-genotypes (p=0.0023). Results did not differ significantly according
to gender, GC class and dose, body mass index or oral contraceptive use. Conclusion: The
TthllI1 + 9B/ Wild or Tthl111 + ER22/23EK + 9§/ Wild genotypes were associated to GC
resistance in this population. This finding may be relevant given the challenges posed by
therapeutic management with GC in CAH.

Keywords: Glucocorticoid receptor gene polymorphism; Pharmacogenetics; Congenital

Adrenal Hyperplasia; Dexamethasone intravenous dexamethasone suppression test.
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Many drugs commonly used in clinical settings are prescribed in a “one size fits all”
manner, however they function differently across patients. This pattern holds in the case of
glucocorticoids (GCs), one of the most widely prescribed classes of drugs used as anti-
inflammatory agents to control both acute and chronic inflammation. GC long-term
replacement is also used for Congenital Adrenal Hyperplasia treatment (CAH).

The diversity in GC response varies widely in the healthy population. In organs and
tissues, GCs act mainly through the glucocorticoid receptor (GR). Transient changes in receptor
sensitivity in peripheral targets may occur in infectious diseases, neoplasms, acquired
immunodeficiency syndrome and autoimmune disorders.! Previous studies of the GR function
within a CAH population regarding the number of the receptors and its binding affinity showed
no significant differences compared to healthy controls.> Several single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of the GR gene, NR3CI°, have been associated with changes in GC
sensitivity*>.

GR is an intracellular transcription factor encoded by the NR3CI (Nuclear Receptor
Subfamily 3 Group C Member I) gene. Some of the most studied GR polymorphisms are
predictably inherited in haplotypes, whose arrangements could lead to a wide spectrum of the
GC response in CAH subjects, with higher or lower sensitivity profiles.** Haplotype-phenotype
correlations for the polymorphisms 7th1111, ER22, 23EK, N363S, Bcll and 98 were explored
across various cohorts of children and adults on GC treatment for Cystic Fibrosis®, Bowel
Inflammatory Disease’, Psoriasis®, Multiple Sclerosis’; and in Cushing’s!®, metabolic!! and
Guillain Barré!2 syndromes. GR gene polymorphisms have been also associated with metabolic
parameters and mental disorders!:!4,

Dexamethasone is a highly selective agonist for GR. The dexamethasone suppression
test (DST) is widely used to evaluate the GC negative feedback. After dexamethasone intake,
cortisol is typically suppressed. Low dexamethasone doses, such as those used in DST, are
largely excluded from the brain by the multidrug-resistant pump. Thus, the DST primarily
assess the GC negative feedback at the level of the anterior pituitary.!>

As opposed to the 1 mg DST, commonly used to rule out endogenous Cushing’s
syndrome, the very low-dose DST (VLD-DST) only partially suppresses cortisol levels and was
developed to assess individual GC sensitivity.!®

Pharmacogenomics may play a role in predicting response to GC treatment and prevent
long-term side effects. Given this evidence, the purpose of the present study was to investigate
whether the most frequent GR gene polymorphisms are associated to different GC response in

a cohort of CAH subjects.
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Methods

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal University
of Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brazil. All of the children, adolescents and legal

guardians signed an informed written consent after receiving information concerning the study.

Preliminary Genotype Estimation

The human GR gene (NR3C1I) is located within a single linkage disequilibrium block in
chromosome 5 (5q31.3)!7. It spans a length of 157,582 bases and is comprised of 13 first non-
coding exons, which act as alternative promoters, and 8 protein-coding regions or exons
(numbered 2-9). There are several SNPs of this gene and some of the most relevant ones, which
are Tthllll, ER22, 23EK, N363S, Bcll and 96 (rs10052957, rs6189, rs6190, rs56149945,
1541423247, rs6198) were investigated for 21-OHD-CL subjects (n=102) in a preliminary
analysis (data not showed).

Thirty-four subjects had genotypes eligible for the present study, which means that they
were determined with 100% of certainty and were related only to GC hypersensitivity or
resistance profiles, according to well-established data in the literature*. Subjects’ genotypes
were estimated computationally by the Haplo.stats package (1.6.3 version), available in R, 3.5.1
version. The software used a maximum likelihood estimation algorithm (haplo.em function)
and calculated specific values for the haplotypes (haplo.score function), considering p<0.05,

and further estimates carrier probability assuming a diallelic model of inheritance.

Subjects

Out of 34 subjects, 28 accepted to participate and were in good health to undergo the
VLD-DST. Twenty-one females (75%) and 7 males (25%) aged 12 (2-34) were enrolled in this
study. They attended the UFMG endocrinology care center and were under regular treatment
for classical 21-hydroxylase deficiency (21-OHD-CL).

All subjects were receiving oral hydrocortisone, prednisone or dexamethasone. Most of
them, 21 (75%), presented the salt-wasting (SW) form, of which 16 (76%) were receiving
fludrocortisone for mineralocorticoid replacement; 7 presented the simple virilizing (SV) form.
Clinical and biochemical evaluation provided the basis for the 21-OHD diagnosis and all girls
reported ambiguous genitalia at birth. No participant had another chronic illness or took

medication other than hormone replacement therapy for 21-OHD and oral contraceptives.
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Very low-dose dexamethasone test (VLD-DST)

Subjects were invited to participate in the study by phone. After consent, current
information was obtained regarding continuous-use medication, such as mineralocorticoid, oral
contraceptives and GC. They underwent the test when serum 17-hydroxyprogesterone
(170HP), measured by an available chemiluminescence assay, was > 1000 ng/dL on the eve of
the test, suggesting no suppression of the hypothalamic-pituitary axis!®. The GC was
discontinued for the test and the withdrawal time was 4 days for hydrocortisone, 6 days for
prednisone and 7 days for dexamethasone, taking into account the biological half-life of each
drug (hydrocortisone 12-36 hours, prednisone 18-36 hours and dexamethasone 36-54 hours)®.
After GC withdrawal, participants were carefully monitored by phone. They did not discontinue
the use of fludrocortisone and oral contraceptives.

The test was carried out at UFMG Laboratory Medical Service, from October 2018 to
August 2019. Standard anthropometric measurements were obtained by a single trained
observer with the patients wearing appropriate clothes; body mass index (BMI) was calculated
by [weight (kg)/height (m)?] and body surface area (BSA) was calculated by [weight (kg) x 4 +
7/90 + weight (kg)].20-2!

The test was planned according to previous standardization, with baseline serum cortisol
measurements at 8:00 am and 2 hours after intravenous dexamethasone disodium phosphate
(Decadron® 2mg/mL, Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A., Brazil). The solution was
prepared according to the protocol: 1 mL of the product diluted in 19 mL of 0.9% saline solution
to a final concentration of 100 pg/mL. The dexamethasone dose was calculated according to
BSA.2 After a pilot study the decision was made to extend the functional test with a second
administration of double dose dexamethasone and collect a new serum cortisol sample 2 hours
later. The final protocol was established as follows:

1) Serum cortisol at baseline (at 8:00 am)

2) Intravenous dexamethasone infusion (20 pg/m?)

3) Serum cortisol after 2 hours

4) Intravenous dexamethasone infusion (40 pug/m?)

5) Serum cortisol after 2 hours (4 hours from baseline)
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Serum Cortisol Assessment

Blood samples were collected at UFMG Laboratory Medical Service and analyzed in
the same institution for serum cortisol, measured by a competitive chemiluminescent enzyme
immunoassay on the Integrated VITROS™ 5600 MicroWell platform (Johnson & Johnson,
High Wycombe, UK, 2009). The manufacturer’s range for serum basal cortisol is 4.46-22.7
ug/dL. The provided detection limit (sensitivity) is > 0.1 pg/dl and the working range is 0.16—
61.6 pg/dL. The cortisol mean cross-reactivity with biological steroid precursors is < 0.5%. The

20 ug/m2-DST intraindividual cortisol variability was 4.3% in a previous study?>.

Statistical Analysis

Baseline and suppressed serum cortisol (F) values were evaluated together as a
continuous variable (average cortisol values) and as a percentage change??: F1% = 100 - (F»
hours X 100/F pasar); and F2%= 100 - (F4 nours X 100)/F2 nous). Any percentage reduction was
considered a relevant suppressive response for the analysis.

The primary variable of interest was the subjects’ genotypes. Other variables studied
were age, gender, BMI, baseline cortisol, 21-OHD-CL-SW/SV forms, fludrocortisone, oral
contraceptive use and GC class and dose. For uniform analysis, long-acting GC were
transformed into equivalent doses of hydrocortisone, as follows: hydrocortisone 1 mg =
prednisone 4 mg = dexamethasone 30 mg'®. Age was studied as a categorical variable: <10, 10-
20 and > 20 years old.

Outlier evaluation of F1% and F2% values followed the limit of 1.5 times the
interquartile range (IQR).

The non-parametric Kruskal-Wallis (KW) test was used to compare medians. The
significance was taken at the p<(0.10 considering the sample size.

Multiple regression models were performed for F1% and F% results, using the backward
stepwise regression method, beginning with all covariates and iteratively removing the variable
with the highest p-value until the remaining variables in the model are statistically significant
(p<0.05).

Multiple regression analysis was performed using a random effect model for average
cortisol values. The significance was taken at the p<0.05.

The analysis was performed using R (version 3.6.1, Core Team, 2019), Minitab
Statistical (version 17.1.0, 2010) and Microsoft® Excel for Mac (version 16.32, 2019)

Software.



Results

Subjects clinical features are summarized in table 1 and their genotype distribution in

table 2.

Table 1. Clinical characteristics of 21-OHD-CL subjects (n=28)

Characteristics n (%)
Age-groups (full years old) *
<10 9 (32%)
10-20 9 (32%)
>20 10 (36%)
Gender
Female 21 (75%)
Male 7 (25%)

21-OHD classical form
Salt-wasting

Simple virilizing

21 (75%) (4 children, 7 adolescents, 9 adults)
7 (25%) (4 children, 2 adolescents, 1 adult)

Fludrocortisone use
Salt-wasting

Simple virilizing

16/21 (76%)
0

Long-term GC (type)
Hydrocortisone
Prednisone

Dexamethasone

16 (57%) (10 children, 6 adolescents)
9 (32%) (2 adolescents, 7 adults)
3 (11%) (all adults)

Long-term GC (dose in mg/m?) **

Median 11.5

IQR 8-12.5
BMI status

Eutrophic 15 (54%

Overweight or obese 13 (46%)
Oral Contraceptive use (women)

Yes 5 (18%)

No 16 (57%)

*<10: children, 10-20: adolescents, >20: adults
** hydrocortisone-equivalent dosing

21-OHD: 21-hydroxylase deficiency; GC: glucocorticoid; IQR: interquartile range; BMI: body mass index
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Table 2. Genotypes according to GC resistance or increased sensitivity in 28 21-OHD-CL

subjects

GC resistance n
Tthil11 + 9B/ Wild 15
Tthilil + 96/ Tthl111 + ER22/23EK + 96 1
Tth1111/ Tthl111+ ER22/23EK + 9B 1
Tthil1l + ER22/23EK + 9p/ Wild 1
GC increased sensitivity n
Wild/ Bell 7
Bell/ Bell 2
Wild/ N363S 1

21-OHD-CL.: classical form of 21-hydroxylase deficiency; GC: glucocorticoid

Out of eleven participants enrolled in the pilot study, five presented dexamethasone
cortisol suppressed levels.

Twenty-two subjects underwent the extended test: six participants presented
dexamethasone cortisol suppressed levels after 2-hours testing and nine presented only after 4-
hours testing; seven participants had no cortisol suppression at all.

An outlier for F1% and F2% results was excluded from analysis, the data was from a
non-suppressor-male-SW participant younger than 10 years old, who was receiving
hydrocortisone and fludrocortisone. His genotype was Wild/ N363S.

F1% and F2% results are described in table 3.

Table 3. Changes in cortisol values across the dexamethasone test (F1% and F2% results) of

21-OHD subjects

Percentage changes in cortisol values

Minimum Q1 Median Q3 Maximum
F1% * (n=27) -113.46% -48.54% -5.42% +21.83% +65.20%
F2% ** (n=21) -64.91%  -6.09% +12.01% +43.32% + 70.64%

*F1%= 100 - (FZ hours X 100/F basal)
**F2%= 100 - (F4 hours X 100)/F2 hours)

21-OHD: 21-hydroxylase; Q: quartile

Graphs in figure 1 indicate a more homogeneous response among subjects after the

second dexamethasone dose and more positive F2% results compared to F1%’s.
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21-OHD: 21-hydroxylase

Figure 1. Distributions of F1% (n=27) in orange and F2% (n=21) in blue for 21-OHD subjects

SW subjects presented less cortisol suppression compared to SV form (table 4). Figure
2 shows no significant differences for F1% results (p=0.121, KW), while wide differences were
seen between the groups (p<0.001, KW) for F2%.

F2% results were studied between SV and SW fludrocortisone non-users and significant

differences remained (p=0.0388, KW) as seen in figure 3.
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Table 4. Changes in cortisol values across the dexamethasone test (F1% and F2% results) of

21-OHD-subjects according to their clinical form (n=27)

Percentage changes in cortisol values

F1%* Minimum Q1 Median Q3 Maximum
Simple virilizing (n=7) -69.1 -46 +21.7 +31.6 +32.2
Salt-wasting (n=20) - 113.46 -49.81 -10.94 +2.6 +65.2
F2%** Minimum Q1 Median Q3 Maximum
Simple virilizing (n=6) +22.37 +39.73 +50.67 +69.35 +70.64
Salt-wasting (n=15) - 64.91 - 12.98 +541 +69.35 +41.12

*F1%= 100 - (F2 hours X 100/F basal)
**F2%= 100 - (F4 hours X 100)/F2 hours)

21-OHD: 21-hydroxylase; Q: quartile

p=0.121 (KW) p<0.001 (KW)
75 =20 75
50 a7 50 n=15
25 25
n=6

0 0
s 2
— ~

B s = s

-50 -50

-75 .75

-100 -100

T T
Salt-\xllasting Simple \I/irilizing Salt-wasting Simple virilizing
Clinical Form Clinical Form

F1%=100 - (Fz hours X 100/F basal)
F2%= 100 - (F4 hours X 100)/F2 hours)

21-OHD: 21-hydroxylase

Figure 2. Distribution of F1% and F2% results of 21-OHD-subjects according to their clinical
form (n=27)
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Salt-wasting (fludrocortisone non-users) Simple virilizing

Clinical form
F2%= 100 - (F4 hours X 100)/F2 hours)
21-OHD: 21-hydroxylase

Figure 3. Distribution of F2% results of simple-virilizing subjects and salt-wasting

fludrocortisone non-users (n=9)

Figure 4 shows no significant differences in F1% results between children, adolescents
or adults (p=0.675, KW); while for F2% results, children had more cortisol suppression
compared to adolescents and adults (p=0.035, KW).

p=0.675 (KW) p=0.038 (KW)
75 75
n=8§
50 50
n=9
n=10
25 25
n=6
0 0
X X
- o
= s = s |
-50 -50 n=7
75 75 n=8
-100 * -100
T T ] T 1
<10 10-20 >20 <10 10-20 >20
Age Group Age Group

F1%=100 - (F2 hours X 100/F basal)
F2%= 100 - (F4 hours X 100)/F2 hours)

21-OHD: 21-hydroxylase

Figure 4. Distribution of F1% and F2% results of 21-OHD-subjects categorized by age: <10,
10-20 and >20 years old (n=27)
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The clinical variables gender, glucocorticoid use (type and dose), BMI, and oral
contraceptive use did not impact F1% or F2% results.

The genetic markers did not significantly impact F1% (p=0.217, KW) and F2%
(p=0.101, KW) results. Table 5 shows that all DST non-suppressors presented GC resistance-
genotypes. The most significant cortisol suppression was observed in a homozygous Bcl/l-

carrier.

Table 5. Pharmacogenomic markers of glucocorticoid resistance in 21-OHD subjects (n=6)

Genotype DST non-suppressors subjects
Tthll11 + 95/ W 5 (83%)
Tthi1lI1 + ER22/23EK + 96/ W 1 (17%)

21-OHD: 21-hydroxylase deficiency; DST: dexamethasone suppression test; W: wild

SW subjects with genetic markers of GC resistance presented less cortisol suppression
until the 2-hour mark of the test, compared to SW subjects with GC increased sensitivity

markers (p=0.098, KW), as seen in figure 5.

p=0.098 (KW)

75

50

25

F1%

-25

-50
n=9

75

-100

T T
GC resistance GC increased sensitivity

Genetic markers

*F1%= 100 - (F2 hours X 100/F basal)
21-OHD: 21-hydroxylase deficiency; GC: glucocorticoid
Figure 5. Distribution of F1% results categorized by genetic markers of 21-OHD-subjects
(n=27)

All non-suppressors were SW subjects with median 170HP of 3448 ng/dL (ranging
1443 to 10,000 ng/dL) on the eve of the challenge test.
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In the multivariate analysis, two linear regressions models were fitted, one for each
result, F1% and F2%. Table 6 shows that baseline cortisol was the only statistically significant
variable towards F1% results (p=0.036). The higher the cortisol concentration at baseline was,
the more it decreased towards the 2-hour mark of the test, and an increase in baseline cortisol

concentrations in 1 pg/dL implied an increase of 3.25% in F1%.

Table 6. Multivariate analysis for F1% results of 21-OHD-subjects (n=27)

Coefficient p-value
Constant -56.9 0.010
Baseline cortisol (nug/dL) +3.25 0.036

(Equation: -56.9 + 3.25 baseline cortisol=F1%)
F1%=100 - (FZ hours X 100/F basal)

21-OHD: 21-hydroxylase deficiency

The final model for F2% results included the clinical variables: baseline cortisol
(p=0.008), age (p=0.037) and clinical form (p=0.048) (table 7). The higher the cortisol
concentration at baseline was, the more it decreased towards the 4-hour test, and an increase in
baseline cortisol concentrations in 1 pg/dL implied an increase of 2.928% in F2%. The younger
the subject was, the higher the cortisol suppression, and a decrease in age by one year implied
an increase of 1.319% in F2%. SV subjects presented an increase of 26.8% in F2%, compared

to SW.

Table 7. Multivariate analysis for F2% results of 21-OHD-subjects (n=21)

Coefficient p-value VIF
Constant -8.4 0.561
Baseline cortisol (ug/dL) +2.928 0.008 1.22
Age -1.319 0.037 1.29
Simple virilizing form +26.8 0.048 1.42

(Equation: -8.4 +26.8 SV + 2.928 baseline cortisol=F2% - 1.319 age)
F2%= 100 - (F4 hours X 100)/F2 hours)

21-OHD: 21-hydroxylase deficiency; SV: simple virilizing; VIF: variance inflation factor

Two time-effect models were built to study the average cortisol levels across the test
compared to baseline in SV and SW subjects. The variables genotype, age and fludrocortisone-

use were included.
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SV subjects presented a statistically significant decrease in cortisol levels towards the
4-hour mark of the test (p=0.0064). The final multivariate model included the age (p=0.0155)
and genotype (p=0.0023) variables (table 8). A decrease in age by 1 year implied an increase
of 0.3 pg/dL in average cortisol levels amongst SV. Subjects with GC hypersensitivity-
genotypes showed a decrease of 7.3 pg/dL in average cortisol levels, compared to those with

GC resistance-genotypes.

Table 8. Multivariate analysis for average cortisol compared to baseline levels of simple

virilizing-21-OHD-subjects (n=7)

Fixed effects Coefficient p-value
Factor (2-hour mark) -0.88 0.674
Factor (4-hour mark) -8.88 0.0064
Age -0.3 0.0155
GC increased sensitivity-genotype +7.3 0.0023

21-OHD: 21-hydroxylase deficiency; GC: glucocorticoid

Most of SW subjects did not present a statistically significant decrease in cortisol levels
towards the 4-hour marks of the test. The genotype did not influence average cortisol
concentrations among SW (p=0.4872). The final multivariate model included the age (p=0.011)
and fludrocortisone-use (p=0.0086) variables (table 9). A decrease in age by 1 year amongst
SW implied a decrease of 0.22 pg/dL in average cortisol levels. Fludrocortisone users presented
average cortisol concentrations 5.3 pg/dL higher than non-users.

Baseline cortisol concentrations were not statistically different between SV and SW
(p=0.3326, KW), nor between SW fludrocortisone non-users and SV subjects (p=0.416, KW).
However, they were lower amongst SW fludrocortisone users compared to SW non-users
(p=0.088, KW).

Baseline cortisol concentrations were lower amongst non-suppressors, compared to
suppressors (p<0.003912, KW).

Baseline cortisol concentrations were not statistically different between children,

adolescents and adults.
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Table 9. Multivariate analysis for average cortisol compared to baseline levels of salt-wasting

-21-OHD-subjects (n=20)

Fixed effects Coefficient p-value
Factor (2-hour mark) +1.64 0.2228
Factor (4-hour mark) +0.617 0.7270
Age +0.22 0.011
Fludrocortisone users +5.3 0.0086

21-OHD: 21-hydroxylase deficiency

Discussion

Herein, pharmacogenomic markers of the GC response were determined for a CAH
population. Subjects carrying the GR genotypes Tthi1111 + 95/ Wild and Tthi1111 + ER22/23EK
+ 96/ Wild showed an impaired-DST response compared to both Bcl/l/ Wild and Bcll/ Bcll-
carriers. Bcell in homozygosity seemed to potentialize the GR response amongst carriers. In the
literature, the Bcl/l-variant has been commonly associated with clinical features of increased GC
sensitivity, while the Tth1111, ER22/23EK and 9p associated with GC resistance.*>

The variability of the GC sensitivity is determined by several factors, such as the
intracellular concentration of GCs, GR expression levels, GR-protein interactions and
heterodimerization of the GR-o/GR-B isoforms.”> GCs are essential for maintaining
homeostasis and regulate a wide variety of physiological processes. GR genetic factors
associated with GC diversity have been shown to affect not only response to therapy but also
disease pathophysiology. GCs play an important role in determining body composition, lipid
metabolism, and insulin sensitivity and, as a consequence, influence the risk of cardiovascular
disease. GC diversity have been also associated with the development of stress-related
disorders.*>7

In a previous study, ER22/23EK-carriers presented lower body weight, lower total
cholesterol and low-density lipoprotein cholesterol levels, as well as lower fasting insulin
concentrations and better insulin sensitivity. Conversely, the Bcll-polymorphism was
associated with increased abdominal obesity in middle-aged subjects, while at older age, a
lower BMI was found accompanied by lower lean body mass. The N363S polymorphism has
been associated with increased sensitivity to GCs, increased response to dexamethasone, a

tendency towards lower bone mineral density and increased BMI.%*
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The GR polymorphisms contribute to differences in hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis activity by affecting mainly the expression of molecular properties of the receptor
protein. The 9B-polymorphism is located in the exon-9 of the gene, which encodes two
alternative splicing variants: the o and B isoforms. The polymorphism is associated with
increased mRNA expression and stabilization of the dominant-negative splice P-variant.
Although the isoforms are 94% identical, the a is the only one capable of binding to GCs to
activate gene transcription. Therefore, 9f-variant carriers present a clinical phenotype
consistent with the effects of reduced GC sensitivity.?® In a previous study, 9p-carriers with
Cushing's syndrome presented a protective effect associated to the minor allele: subjects had a
milder hypercortisolism and decreased risk of diabetes and cardiovascular complications'®. The
9pB-variant was associated with poor treatment outcome in patients with nephrotic syndrome?$.
In healthy subjects, it has been described as a protective effect regarding the immune system?’.

The ER22/23K polymorphisms are located in codons 22 and 23 at the transactivation
domain of the exon 2. Both correlate with reduced transactivation in carriers. However,
mechanisms on transrepression are also described, suggesting other indirect actions that are not
clearly associated with these polymorphisms. Molecular studies point to a 15% increase in the
proportion of the GRa-A translation sub-isoform to GRa-B, which seems to be associated with
increased GC resistance. These polymorphisms were associated with sex-specific beneficial
body composition at young-adult age, as well as greater muscle strength in males.?3-

The Tthi1111 and Bcll variants are located out of protein-coding regions. Tthl111 is
located near the distal promoter region of the GR gene and Bc/l is located between exons 2 and
3. Introns could have important regulatory roles, modifying the expression of mRNA of nearby
genes, affecting RNA stability or access of transcription factors to gene regulatory elements?!.
However, the mechanisms by which these polymorphisms affect GC sensitivity remain unclear.
Bcll-variant is associated with increased body fat and higher cardiovascular risk and more
cortisol suppression in a DST (0.25 and 1 mg). Several psychiatric disorders in childhood and
adolescence and major depression in adults occur more frequently among Bcll-carriers. 33-38

The haplotype-Bcll was related to clinical features of GC increased sensitivity and
positive outcomes in Guillain-Barré syndrome, Psoriasis, Multiple Sclerosis and Rheumatoid
Arthritis®®123_ But on the other hand, it was correlated to a predisposition to Asthma, Chronic
Obstructive Pulmonary Disease and declined lung function in Cystic Fibrosis. Bcll-

homozygotes presented a five-fold higher risk of asthma than non-carriers.®*
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Heterozygous-7thl111 occurred more commonly amongst CAH-subjects while
heterozygous-Bcll was more common amongst healthy controls (data not published). One could
hypothesize that maybe T¢h1111-variant is relevant for the GC response in CAH subjects®2.

Regarding the CAH population, there are no reports on GR haplotype structure and few
reports on GR isolated polymorphisms in the main databases. Besides, these studies focused on
clinical and metabolic features rather than the GC response to treatment. Bc/l-variant was found
to play a role in obesity in adults and the 96-variant could be involved with susceptibility to an
adverse lipid profile in children and adolescents. The N363S-variant was associated with milder
genital virilization and less obesity.*!-*

In our series, we have identified two genotypes as pharmacogenomic markers of the GC
resistance (7th1111 + 9/ Wild and Tthl111 + ER22/23EK + 9p/ Wild). If future analysis
confirms these findings, it could provide the opportunity to individualize the GC replacement-
therapy of CAH patients.

The GC response to the DST was associated with subjects’ clinical form and age. SV
subjects presented more cortisol suppression compared to SW ones. The disease itself may
explain this finding: SW subjects present less residual enzymatic activity compared to SV. Their
blunt cortisol secretion probably led to greater hypothalamic-pituitary activation through
genomic signaling, after GC withdrawal. Therefore, we may hypothesize that the previous
hyperactive-state of the HPA-axis hampered the dexamethasone fast feedback inhibition across
the test!>. Baseline cortisol concentrations also reflected the subjects’ clinical form and salt-
wasting differences.

Children younger than 10 years old presented more cortisol suppression during the 4-
hour test, compared to adolescents and adults. However, this children-group brought together
the highest proportion of SV subjects, which may explain this finding, once SV presented more
cortisol suppression.

There is a concern with long-term treatment with GC, but the idea that the adverse
effects are due exclusively to its increased circulating levels is controversial. And nowadays,
there is a greater focus on the study of GC sensitivity as an important predictive factor of

treatment response.?

Physicians widely recognize the challenges posed by therapeutic
management of CAH patients. Some clinical features of GC resistance are observed in practice
while monitoring these patients. In the present study, six SW participants with GC resistance-
genotypes did not present any cortisol suppression in the DTS and their baseline cortisol
concentrations were significantly lower than non-suppressors. Altogether, these results suggest

that these subjects may need higher GC doses.
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The presented study has a few limitations that arise from a relatively small sample.

In conclusion, the Tthi1111 + 95/ Wild and Tth1111 + ER22/23EK + 9B/ Wild genotypes

were pharmacogenomics markers of GC resistance in CAH. These findings may be relevant

given the challenges posed by the therapeutic management with GC in CAH.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A observacao de padrdes diferentes de sensibilidade ao GC, relatada anteriormente em
outras condigoes clinicas, foi confirmada em individuos com a forma classica da D-210OH neste
estudo. Nossos resultados demonstraram a relacdo de um quadro de maior resisténcia a quatro
polimorfismos do GR, Tthillll, ER22/23EK, 9 enquanto o Bcl/l se correlacionou a
hipersensibilidade ao GC.

O Bcll foi encontrado com maior frequéncia nos controles, quando comparados aos
individuos com a D-210H.

Participantes com maior grau de deficiéncia enzimatica mostraram maior resisténcia ao
GC, o que poderia sugerir a necessidade de abordagem diferenciada para os pacientes.
Atualmente, as doses médias de GC preconizadas para reposi¢do na D-210H sdo similares para
individuos com diferentes graus de deficiéncia enzimatica.

A farmacogendmica pode ajudar a prever a sensibilidade e resposta aos GCs em
pacientes com a forma classica da D-210H. As informacgdes obtidas no presente estudo podem
contribuir para a discussdo de uma terapia mais individualizada e melhores resultados clinicos

em longo prazo.
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7 ANEXOS

ANEXO A

Documento de aprovagio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %oﬂ

Continuagdo do Parecer: 1.172.019

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Somos favoraveis a aprovacdoc do projeto "Associacdo entre polimorfismos do gene NR3C1 e a
sensibilidade glicocorticoide em uma populacdo de criangas e adolescentes com Hiperplasia Adrenal

Congénita por deficiéncia da 21-hidroxilase" da Pesquisadora Profa. Dra. lvani Novato Silva.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critéerio do CEP:

Aprovado conforme parecer.
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ANEXO B

Termos de consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO AOS PAIS OU RESPONSAVEIS, SEGUNDO RESOLUGAO NUMERO 466
DE 2012 DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE (DUAS VIAS)
(PARTICIPANTE COM HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA, COM IDADE INFERIOR A 18 ANOS)
A) Informacdes aos pais ou responsaveis:

Seu filho esta sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa que estamos realizando sobre a hiperplasia adrenal
congeénita, que ¢ a doenca com a qual a crianca nasce e que ¢ herdada na familia. Como vocé ja sabe, a doenga exige o controle com a medicagao
chamada acetato de hidrocortisona. A dose utilizada depende do peso, idade e possivelmente das caracteristicas dos genes de cada crianca.
Como a heranga familiar desses genes pode ser estudada nas células do sangue, acreditamos que esta pesquisa podera auxiliar no entendimento
da doenga ¢ na melhora da orientagdo para o tratamento no futuro. Iremos estudar entdo as possiveis alteragdes dos genes ¢ as acdes dos
medicamentos nas células do sangue. O objetivo da pesquisa ¢ determinar a relacio entre a resposta ao medicamento e os genes. A partir
dessa informagao, sera possivel melhorar o tratamento.

Se vocé concordar que seu filho(a) participe, serdo realizados exames laboratoriais. Os riscos relacionados apenas a coleta de
sangue sio baixos e incluem: desconforto ou dor minima durante o procedimento, formagdo de equimose (mancha roxa) transitoria, inchago e
infecgdo locais e flebite (inflamagdo da veia), mas ela sera realizada por técnicos experientes, o que reduz a ocorréncia desses problemas. A
consulta médica e o exame serdo previamente agendados com vocé. Vocés ndo terdo nenhum custo, nem receberdo qualquer vantagem
financeira. Quando a pesquisa for finalizada nossa expectativa ¢ que os individuos com a hiperplasia adrenal congénita possam se beneficiar
e seu filho(a) podera aproveitar da possibilidade de melhora do tratamento com a modificagdo da dose do medicamento. A participacao dele(a)
¢ voluntaria e caso vocé nao queira que ele(a) participe, vocés continuardo a receber toda a atengdo e o tratamento a que ja estdo acostumados(a).
Vocé podera tirar qualquer duvida que tiver e retirar o consentimento ou desistir da participagdo a qualquer momento e isso ndo lhe causara
nenhum problema. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador
responsavel e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a
legislagdo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Satde), utilizando as informagdes somente para os fins académicos e
cientificos. Os resultados da pesquisa poderdo ser divulgados em eventos e periédicos cientificos, mas seu filho(a) nao sera identificado. Vocés
serdo informados dos resultados da pesquisa quando ela for finalizada.

B) Declaracéo de termo de consentimento pés-informacio:

Declaramos que fomos suficientemente informados a respeito dos objetivos da pesquisa e de sua natureza e concordamos em
participar da pesquisa e consentimos que seja realizada a coleta de sangue. Concordo com a participagdo menor
............................................................................................ na investigagdo, e declaro ndo ter sofrido nenhum tipo de pressdo para que isso
ocorresse. Por outro lado, estou ciente de que poderei impedir o prosseguimento da mesma, se tiver davidas sobre os esclarecimentos que me
forem dados, sem prejuizo para o acompanhamento do meu filho(a) pela equipe médica. Recebemos as informagdes sobre a pesquisa e, depois

de ter tirado todas as nossas duvidas, damos permissio para a coleta.

Nomes e assinaturas:
NOME A0S PAIS OU TESPOMSAVEIS: ...veuetiureneeuirtentesieterteseeseatestestesesseseesesseeeseesesseneeseaseneeseasensenteseaseneestssensesees et enteseasenseneeseasenteseaseseneesenseneeneasan

AASSITIALUTAS. ....vvevvivieiieteeteeteeteeteeteeteesteseeseessesseeseessesseessesseeseessesse et e essesseeseessaseessesseseessesaeessessesseeseenseseessesesseessensenneensas

Local e data: Belo Horizonte, de de 20

Pesquisadores responsaveis:

Dra. Ivani NoVato SilVa ......ccccccciriiiiiiniiiiincccicceeeee et Telefone: 3409-9773

Dra. Cristina Botelho Barra ............cccccoeieiiiniiiciiniciinececeseeeese e Telefone: 3409-9773
COEP-UFMG: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa I — Campus Pampulha/ UFMG. Belo Horizonte - MG, Brasil.
CEP: 31.270-901/ Telefone: 3409-4592
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TERMO DE ASSENTIMENTO POS-INFQRMACAO, SEGUNDO RESOLUGAO NUMERO 466 DE 2012 DO CONSELHO NACIONAL
DE SAUDE, PARA A CRIANCA E ADOLESCENTE (DUAS VIAS)
(PARTICIPANTE COM HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA, COM IDADE INFERIOR A 18 ANOS)

A) Informagio a crianca ou adolescente:

Convidamos vocé a participar como voluntario de uma pesquisa que estamos realizando sobre a hiperplasia adrenal congénita,
uma doenga com a qual a crianca nasce ¢ que ¢ herdada na familia através dos genes. Como vocé ja sabe, a doenga exige o controle com a
medica¢ao chamada acetato de hidrocortisona. A dose utilizada depende do peso, idade e possivelmente das caracteristicas dos genes de cada
crianga. Como a heranga familiar desses genes pode ser estudada nas células do sangue, acreditamos que esta pesquisa podera auxiliar no
entendimento da doenga e na melhora da orientagdo para o tratamento no futuro. Iremos estudar entdo as possiveis alteracdes dos genes ¢ as
acdes dos medicamentos nas células do sangue. O objetivo da pesquisa ¢ determinar a relaciio entre a resposta ao medicamento e os
genes. A partir dessa informagao, sera possivel melhorar o tratamento.

Se vocé concordar em participar, serdo realizados exames laboratoriais. Os riscos relacionados a coleta de sangue sio baixos e
incluem: desconforto ou dor minima durante o procedimento, formagao de equimose (mancha roxa) transitoria, inchago e infecgdo locais e
flebite (inflamagao da veia), mas ela sera realizada por técnicos experientes, o que reduz a ocorréncia desses problemas. A consulta médica e
o exame serdo previamente agendados com vocé e seus responsaveis. Vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira.
Quando a pesquisa for finalizada nossa expectativa é que os individuos com a hiperplasia adrenal congénita possam se beneficiar e vocé
podera aproveitar da possibilidade de melhora do tratamento com a modificagido da dose do medicamento. Sua participagdo ¢ voluntaria e caso
vocé ndo queira participar, vocé continuara a receber toda a ateng@o e o tratamento a que vocé ja esta acostumado(a). Vocé podera tirar qualquer
duvida que tiver e retirar o consentimento ou desistir da participagdo a qualquer momento e isso ndo lhe causara nenhum problema. Este termo
de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera
fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacéo brasileira (Resolugao
N°466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informagdes somente para os fins académicos e cientificos. Os resultados da pesquisa
poderdo ser divulgados em eventos e periddicos cientificos, mas vocé ndo sera identificado. Vocé sera informado dos resultados da pesquisa

quando ela for finalizada.

Local e data: Belo Horizonte, de de 20

Pesquisadores responsaveis:

Dra. Ivani Novato SilVa ......c..cccccciviiiiiniiiiiniicincceeee e Telefone: 3409-9773

Telefone: 3409-9773
COEP-UFMG: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II — Campus Pampulha/ UFMG. Belo Horizonte - MG, Brasil.
CEP: 31.270-901/ Telefone: 3409-4592

Dra. Cristina Botelho Barra
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFQRMACAO, SEGUNDO RESOLUGAO 466 DE 2012 DO CONSELHO NACIONAL DE
SAUDE, PARA O ADOLESCENTE (DUAS VIAS)
(PARTICIPANTE COM HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA, COM IDADE ENTRE 18-19 ANOS)
A) Informacio ao adolescente:

Convidamos vocé a participar como voluntario de uma pesquisa que estamos realizando sobre a hiperplasia adrenal congénita,
que ¢ uma doenca com a qual a crianga nasce e que ¢ herdada na familia. Como vocé ja sabe, a doenca exige o controle com a medicagio
chamada acetato de hidrocortisona. A dose utilizada depende do peso, idade e possivelmente das caracteristicas dos genes de cada um. Como
a heranga familiar desses genes pode ser estudada nas células do sangue, acreditamos que esta pesquisa podera auxiliar no entendimento da
doenga e na melhora da orientagdo para o tratamento no futuro. Iremos estudar entio as possiveis alteracdoes dos genes ¢ as a¢des dos
medicamentos nas células do sangue. O objetivo da pesquisa ¢ determinar a relacio entre a resposta ao medicamento e os genes. A partir
dessa informagao, sera possivel melhorar o tratamento.

Se vocé concordar em participar, serdo realizados exames laboratoriais. Os riscos relacionados apenas a coleta de sangue sdo baixos
e incluem: desconforto ou dor minima durante o procedimento, formagdo de equimose (mancha roxa) transitoria, inchaco e infecgdo locais e
flebite (inflamagao da veia), mas ela sera realizada por técnicos experientes, o que reduz a ocorréncia desses problemas. A consulta médica e
o exame serdo previamente agendados com vocé. Vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Quando a pesquisa
for finalizada nossa expectativa ¢ que os individuos com a hiperplasia adrenal congénita possam se beneficiar e vocé podera aproveitar da
possibilidade de melhora do tratamento com a modificagdo da dose do medicamento. Sua participagdo ¢ voluntaria e caso vocé ndo queira
participar, vocé continuara a receber toda a atengdo e o tratamento a que vocé ja esta acostumado(a). Vocé podera tirar qualquer duvida que
tiver e retirar o consentimento ou desistir da participa¢do a qualquer momento e isso ndo lhe causara nenhum problema. Este termo de
consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera fornecida
avocé. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdo N° 466/12
do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informagdes somente para os fins académicos e cientificos. Os resultados da pesquisa poderdo
ser divulgados em eventos e periddicos cientificos, mas vocé ndo sera identificado. Vocé sera informado dos resultados da pesquisa quando

ela for finalizada.

B) Declaracéo de termo de consentimento pos-informacio:

Declaro que fui suficientemente informado(a) a respeito dos objetivos da pesquisa e de sua natureza. Eu estou de acordo e concordo
em participar da pesquisa e consinto que seja realizada a coleta de sangue. Eu,
................................................................................................................................................................. , concordo em participar na investigagdo
e declaro néo ter sofrido nenhum tipo de pressio para que isso ocorresse. Por outro lado, estou ciente de que poderei impedir o prosseguimento
da mesma, se tiver duvidas sobre os esclarecimentos que me forem dados, sem prejuizo para o meu acompanhamento pela equipe médica.

Recebi as informagdes sobre a pesquisa e, depois de ter tirado todas as minhas dividas, dou permissio para a coleta de sangue.

Nome e assinatura:
INOME A0 AAOIESCENLE: ....eviiiiieieiieteetiete sttt ettt et et e ete et e steetee s e sseessesbeeseeseessesseessessesseessanseeseensesseessensesseessensanseensessenseens

AASSITIALUTAL ....viuvieeieiiitiestete et et e tee st eteeteesseseeseessesseeseessesssessenseeseess e se et e esseeseessesseeseessesseessessesseesaesseeseess e seeseensenaeeseensenseenen

Local e data: Belo Horizonte, de de 20

Pesquisadores responsaveis:

Dra. Ivani NoVato SilVa ......c.cccccciriiiiiiriiiiinicciccsee et Telefone: 3409-9773

Dra. Cristina Botelho Barra ............cccccoviiiiiiniiiiiniciinccecceeeeceeeeece e Telefone: 3409-9773
COEP-UFMG: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II — Campus Pampulha/ UFMG. Belo Horizonte - MG, Brasil.
CEP: 31.270-901/ Telefone: 3409-4592
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFQRMACAO, SEGUNDO RESOLUGAO 466 DE 2012 DO CONSELHO NACIONAL DE
SAUDE, PARA O ADOLESCENTE (DUAS VIAS)
(PARTICIPANTE COM HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA, IDADE SUPERIOR A 19 ANOS)
A) Informacgdo ao participante:

Convidamos vocé a participar como voluntario de uma pesquisa que estamos realizando sobre a hiperplasia adrenal congénita,
que ¢ uma doenca com a qual a crianga nasce e que ¢ herdada na familia. Como vocé ja sabe, a doenca exige o controle com a medicagio
chamada acetato de hidrocortisona. A dose utilizada depende do peso, idade e possivelmente das caracteristicas dos genes de cada um. Como
a heranga familiar desses genes pode ser estudada nas células do sangue, acreditamos que esta pesquisa podera auxiliar no entendimento da
doenga e na melhora da orientagdo para o tratamento no futuro. Iremos estudar entdo as possiveis alteracdoes dos genes ¢ as a¢des dos
medicamentos nas células do sangue. O objetivo da pesquisa ¢ determinar a relacio entre a resposta ao medicamento e os genes. A partir
dessa informagao, sera possivel melhorar o tratamento.

Se vocé concordar em participar, serdo realizados exames laboratoriais. Os riscos relacionados apenas a coleta de sangue sdo baixos
e incluem: desconforto ou dor minima durante o procedimento, formagao de equimose (mancha roxa) transitoria, inchago e infecgio locais e
flebite (inflamagao da veia), mas ela sera realizada por técnicos experientes, o que reduz a ocorréncia desses problemas. A consulta médica e
o exame serdo previamente agendados com vocé. Vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Quando a pesquisa
for finalizada nossa expectativa ¢ que os individuos com a hiperplasia adrenal congénita possam se beneficiar e vocé podera aproveitar da
possibilidade de melhora do tratamento com a modificagdo da dose do medicamento. Sua participagdo ¢ voluntaria e caso vocé ndo queira
participar, vocé continuara a receber toda a atengdo e o tratamento a que vocé ja esta acostumado(a). Vocé podera tirar qualquer davida que
tiver e retirar o consentimento ou desistir da participa¢do a qualquer momento e isso ndo lhe causara nenhum problema. Este termo de
consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera fornecida
avocé. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdo N° 466/12
do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informagdes somente para os fins académicos e cientificos. Os resultados da pesquisa poderdo
ser divulgados em eventos e periddicos cientificos, mas vocé ndo sera identificado. Vocé sera informado dos resultados da pesquisa quando

ela for finalizada.

B) Declaracéo de termo de consentimento pés-informacio:

Declaro que fui suficientemente informado(a) a respeito dos objetivos da pesquisa e de sua natureza. Eu estou de acordo e concordo
em participar da pesquisa e consinto que seja realizada a coleta de sangue. Eu,
................................................................................................................................................................. , concordo em participar na investigagdo
e declaro néo ter sofrido nenhum tipo de pressio para que isso ocorresse. Por outro lado, estou ciente de que poderei impedir o prosseguimento
da mesma, se tiver duvidas sobre os esclarecimentos que me forem dados, sem prejuizo para o meu acompanhamento pela equipe médica.

Recebi as informagdes sobre a pesquisa e, depois de ter tirado todas as minhas dividas, dou permissio para a coleta de sangue.

Nome e assinatura:
NOME QO PATTICIPANLE: ...veeeetitiieiietietet ettt ettt ettt et ettt e s e st b et es e et et e s e esees e e es e b e ssen e es e bensenees et enees e se e eneesenseneenennen

AASSITIALUTAL ....viuvieiieiiitieat et et et e te e it eteeteesseseeseessesbeeseessesssessenseeseess e seeseesseeseessesseeseessesseessessesseesaessenseesseseeseessenseeseensenneenen

Local e data: Belo Horizonte, de de 20

Pesquisadores responsaveis:

Dra. Ivani NoVato SilVa ......cccccciririiiiiniiiiineecreceeeee ettt Telefone: 3409-9773

Dra. Cristina Botelho Barra ............cccccoueieiiiniiinniciicceceeeeeee e Telefone: 3409-9773
COEP-UFMG: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II — Campus Pampulha/ UFMG. Belo Horizonte - MG, Brasil.
CEP: 31.270-901/ Telefone: 3409-4592



