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RESUMO

A reposi¢do hormonal com glicocorticoides € a base do tratamento da hiperplasia adrenal
congénita (HAC), na forma cléssica por deficiéncia de 21-hidroxilase (210HD). Como
ndo hé possibilidade de reproducdo exata da secreg¢do fisiologica de cortisol, uma das
dificuldades do tratamento ¢ encontrar a dose adequada de glicocorticoide para inibir o
excesso de producdo androgénica, mas que ndo seja excessiva e capaz de provocar efeitos
adversos, o que na pratica constitui um desafio. Muitos fatores podem dificultar a resposta
terapéutica. Entre esses possiveis fatores, evidéncias tem sugerido que polimorfismos
(SNPs) do gene NR3CI, que codifica os receptores de glicocorticoide (GR), seriam
responsaveis por um set point para a sensibilidade aos glicocorticoides, geneticamente
determinado. O objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia dos polimorfismos
associados a sensibilidade aos glicocorticoides, mais estudados at¢é o momento, em
pacientes com HAC por 210HD na forma cléssica e comparar com um grupo controle.
Foram estudados 265 individuos: 102 pacientes com 210HD, mediana de idade 8,95 anos
(IQ: 2,13-17,95), e 163 controles, mediana de idade 31 anos (IQ: 27-41). Todos os
pacientes e controles foram genotipados e seus hapldtipos estimados para os SNPs Bcll
(rs41423247), N363S (rs56149945), ER22/23EK (rs6189 and r1s6190), Thtlll
(rs10052957) e 96 (rs6198). Todos os polimorfismos estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg. As frequéncias dos SNPs nos pacientes, mensuradas pela frequéncia do alelo
menor, foram: Bcll 26.0%, N363S 0.5%, ER22/23EK 2.5%, ThtIll 32.8% e 9B 16.2%,
sem diferenga significativa entre pacientes e controles (teste do qui-quadrado). A
frequéncia da maior parte dos SNPs genotipados foi semelhante ao encontrado na
populagdo europeia, na comparacao com o Projeto 1000 Genomas. O SNP Thtlll, em
heterozigose (GA), foi mais prevalente nos pacientes (OR: 2.186; p: 0,004), enquanto o
Bcll, também em heterozigose (CG), foi mais prevalente nos controles (OR: 0.581; p:
0,049). Além disso, o haplotipo “T,G,T,C,C,G”, que contém apenas o SNP Bcll, foi mais
frequente no grupo controle (OR 0.56; p: 0,017). Nesse estudo foi encontrada maior
frequéncia do SNP Thtlll, em heterozigose, nos pacientes com 210HD, comparados ao
grupo controle. O Thtlll tem sido associado a maior resisténcia glicocorticoide e, também,
a um perfil metabolico mais saudével. No grupo controle foi encontrada maior frequéncia
do Bcll e do haplotipo que o contém isoladamente, ambos relacionados a maior
sensibilidade glicocorticoide. Estes achados sugerem que uma parcela dos pacientes com
HAC por 210HD poderia apresentar algum grau de resisténcia aos glicocorticoides e,
consequentemente, necessitar de doses mais elevadas de reposicao do que o estabelecido
para a populagdo saudavel, para inibir a produ¢do androgénica.

Palavras-chave: receptor de glicocorticoide; polimorfismos do gene do receptor de
glicocorticoide; SNPs; hiperplasia adrenal congénita



ABSTRACT

The mainstay treatment in the classic forms of congenital adrenal hyperplasia (CAH) due
to 21-hydroxylase deficiency (210HD) is chronic glucocorticoid therapy. Since it’s not
possible to reproduce the physiological secretion of cortisol, one of the difficulties of the
treatment is to find the adequate dose of glucocorticoid to inhibit excess androgen
production, but that is not excessive, and avoid potential side effects, which is difficult in
clinical practice. Many factors may hinder the therapeutic response. Among these
possible factors, evidence has suggested that polymorphisms (SNPs) of the NR3C1 gene,
which encodes the glucocorticoid (GR) receptor, would be responsible for a genetically
determined set point for glucocorticoid sensitivity. The aim of this study was to determine
the frequency of SNPs, previously associated to glucocorticoid sensitivity, in patients
with CAH due to 210HD and compare to general population. We analyzed 265 subjects:
102 patients with 210HD, mean age 8,95 years (IQ: 2,13-17,95), and 163 controls, mean
age 31 years (IQ: 27-41). All patients and controls were genotyped, and their haplotype
block were estimated, for Bcll (rs41423247), N363S (rs56149945), ER22/23EK (rs6189
and rs6190), ThtlIl (rs10052957) and 96 (rs6198). Hardy-Weinberg equilibrium was
observed in all SNPs. SNP frequencies in patients, measured by minor allele frequency,
were Bcll 26.0%, N363S 0.5%, ER22/23EK 2.5%, Thtlll 32.8% and 9f 6.2%, without any
significant difference between patients and controls (chi-square test). The frequencies of
most NR3C1 polymorphisms genotyped were similar to European population researched
in 1000 Genomes Project. The heterozygous genotype (GA) for Thtlll was significant
higher in patients (OR: 2.186; p: 0,004), while heterozygous genotype for Bcll (CG) was
significant higher in controls (OR: 0.581; p: 0,049). Besides that, the “T,G,T,C,C,G”
haplotype, that contains only the Bc/l SNP, was more common in control group (OR 0.56;
p: 0,017). Our study demonstrates higher frequencies of heterozygous genotype for Thtll]
in patients with 210HD, compared to the healthy group that had higher frequencies of
heterozygous genotype for Bcll and for the haplotype with only this SNP. The SNP Th¢/11
was previously associated with a relative resistance to glucocorticoids and a healthy
metabolic profile. These finds suggests that some patients with CAH due to 210HD could
present some degree of glucocorticoid resistance and could require higher doses of
glucocorticoid to inhibit androgen production, than that established based on the healthy
population.

Key words: glucocorticoid receptors; glucocorticoid receptor gene polymorphisms;
SNPs; congenital adrenal hyperplasia
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1) INTRODUCAO

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) secundaria a deficiéncia da enzima 21a-
hidroxilase (210HD) ¢ uma doenga autossOmica recessiva, que leva a diminuicdo da
secrecdo de cortisol e deficiéncia mineralocorticoide, com consequente aumento da
producdo de andrégenos no cortex adrenal (1). A reposicao de glicocorticoide, por toda a
vida, ¢ a base do tratamento da 210HD na forma classica. O objetivo do tratamento ¢
repor o cortisol deficiente e controlar o excesso de produ¢do androgénica, com a menor
dose de glicocorticoide possivel, para permitir um crescimento normal e evitar os efeitos
colaterais da medicacdo (2, 3). A dose necessaria varia entre os pacientes, 0 que sugere
um set point para a sensibilidade glicocorticoide, provavelmente, geneticamente
determinado (4). Entre os fatores genéticos, estdo os polimorfismos (SNPs) do gene do
receptor de glicocorticoide, NR3C1. Estudos prévios demonstraram que alguns desses
SNPs, como o Bcll e o N363S, estao associados a maior sensibilidade glicocorticoide,

enquanto outros como ER22/23EK, Thtlll e 9§, foram associados a resisténcia (5).

Diante da variabilidade na dose de glicocorticoide necessaria entre os pacientes,
0 objetivo do trabalho foi determinar a prevaléncia de polimorfismos do gene do receptor
de glicocorticoide, previamente relacionados a alteracao da sensibilidade glicocorticoide,
e com potencial impacto na resposta clinica, em pacientes com HAC por 210HD na forma
classica. Além disso, apds a genotipagem dos SNPs, foram estimados os haploétipos, que
sao o conjunto de polimorfismos presentes no mesmo cromossomo, herdados

conjuntamente. Os dados obtidos foram comparados com um grupo controle.

A apresentagdo da dissertacdo foi organizada sob a forma de artigo, de acordo com
o regimento do Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias da Saude, area de concentragdo
Saude da Crianca ¢ do Adolescente, da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
de Minas Gerais. E constituida dos seguintes topicos: introducdo (justificativa do
trabalho), revisdo da literatura, objetivos e métodos, redigidos de forma convencional,
seguidos de um artigo original que contém resultados, discussdo e conclusdo. As
referéncias bibliograficas estdo dispostas ao final de cada sessdo. Para as citagdes foi
utilizado o sistema Vancouver, elaborado por um grupo de editores das principais

publicagdes biomédicas internacionais na cidade de Vancouver, no Canada, em 1979 e
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atualizado periodicamente (Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication -
www.ICMJE.org).
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2) REVISAO DA LITERATURA

2.1) Hiperplasia adrenal congénita

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) consiste em um grupo de doengas
causadas por deficiéncia enzimatica na biossintese do cortisol nas glandulas adrenais e
consequente estimulo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), produzido na hipdfise,
por mecanismo de retroalimentagdo em alca (feedback). Além da deficiéncia de cortisol,
esta presente aumento, ou diminuicao, em razao da deficiéncia enzimatica, da produgao

de mineralocorticoides e esteroides sexuais (1).

Embora cada complexo enzimatico envolvido na sintese do cortisol no cortex
adrenal possa sofrer algum comprometimento e levar a hiperplasia glandular pelo
acimulo de precursores esteroides, em aproximadamente 95% dos casos a hiperplasia
adrenal ¢ causada pela deficiéncia de 21a-hidroxilase (210H) (1, 2). Esta forma de
hiperplasia adrenal estd relacionada as alteracdes do gene CYP21A2, que codifica a
P450c21, com consequente deficiéncia de aldosterona e cortisol e aumento de

andrégenos.

A deficiéncia de 210H ¢ monogénica, resulta de heranga autossdmica recessiva e
a maior parte dos pacientes ¢ heterozigota composta. H4 um espectro bioquimico e
fenotipico da doencga, que varia desde formas leves, sem clinica evidente, a formas graves.
A manifestacao clinica ¢ definida pelo alelo que resulta em maior funcao enzimatica. Na

maior parte dos casos hd uma boa correlacdo genotipo-fendtipo (3, 4).

A incidéncia da HAC por deficiéncia de 210H (210HD) na forma cléssica, no
Brasil e também no estado de Minas Gerais (5), segue a referéncia mundial de 1:10.000
a 1:20.000 nascimentos, geralmente em torno de 1:15.000 (6). H4& uma variagao
substancial de acordo com a etnia e o background genético. A taxa de portadores
heterozigotos ¢ em torno de 1:60. A HAC nao cléssica ¢ claramente mais comum e sua

incidéncia nos caucasianos ¢ de 1:1.000, chegando a 1:27 nos judeus Ashkenazi (7).

2.2) Deficiéncia de 21a-hidroxilase

O gene que codifica a 21a-hidroxilase, CYP21A2, esta localizado no braco curto

do cromossomo 6, especificamente dentro do locus do complexo de histocompatibilidade
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(HLA) classe III. Este gene e um pseudogene homologo, o CYP21A1P, se estendem sobre
uma regido de 30kb. Eventos de recombinacdo durante a meiose sd3o comuns nessa regiao
do genoma devido ao alto grau de homologia entre os genes duplicados (3, 8). A 210HD
pode ser causada por delegdes, conversdes € mutacdes pontuais no gene CYP21A2. Mais
de 200 mutacdes foram descritas até o momento (9). Como delecdes e grandes conversdes
eliminam a transcri¢do génica, a homozigose para essas altera¢des leva a HAC na forma
mais grave, perdedora de sal. Algumas microconversdes, tais como aquelas que
determinam parada prematura da traducdo, também estdo associadas a forma perdedora
de sal. Formas mais leves, tais como a virilizante simples e nao classica, estdo associadas
as substitui¢des de aminoacidos na proteina P450c21 causadas por microconversdes no

gene.

Como resultado da disfungdo da 210H, ha diminui¢do na sintese de
glicocorticoides e mineralocorticoides e acimulo dos precursores esteroides anteriores ao
bloqueio, com desvio para a formagao de androgenos potentes, como a testosterona e a 5
a-dihidrotestosterona (DHT), j& que ndo ha bloqueio na via de produgdo dos andrégenos
adrenais. O principal precursor acumulado, que ¢ o marcador da HAC, ¢ a 17 o-
hidroxiprogesterona (170HP). Ele ¢ usado tanto no diagnostico quanto na monitorizacao

do tratamento. (8, 10).

A 210HD ¢ dicotomizada nas formas classica e ndo classica, de acordo com o
grau de deficiéncia enzimatica. A forma classica ¢, entdo, subdividida nas formas
perdedora de sal e virilizante simples. Aproximadamente 65-75% dos pacientes com a
forma cléssica tém a forma perdedora de sal e os 25% restantes apresentam a forma

virilizante simples.

A HAC na forma perdedora de sal (PS) ¢ causada por mutagdes que inativam
completamente o CYP21A2, reduzindo tanto a sintese de cortisol quanto de aldosterona.
As meninas com este transtorno sao frequentemente diagnosticadas ao nascimento devido
a virilizagdo da genitalia externa. Se o diagnostico ndo for feito ao nascimento ou por
meio de testes de triagem neonatal, a crise de perda de sal se desenvolve geralmente apos
a segunda semana de vida, resultando em hiponatremia, hipercalemia e acidose.
Hipotensao, choque e colapso cardiovascular podem resultar na morte do recém-nascido

ndo tratado.
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Na forma virilizante simples (VS) os pacientes mantém 1-2% de funcio da enzima
210H e a produgdo minima de aldosterona previne o recém-nascido da crise de perda de
sal (11). A exposicao fetal ao excesso de androgenos leva a virilizagdo da genitalia externa
nas meninas. Sem triagem neonatal os meninos serao diagnosticados, mais comumente,
entre 3 e 7 anos, com sinais de hiperandrogenismo como pubarca precoce, acne e
crescimento peniano. Em ambos os sexos, hd um crescimento acelerado, associado a um

avango desproporcional da idade 6ssea, de modo que a altura final ¢ comprometida.

Na forma nao cléssica o paciente mantém de 20% a 50% da atividade da 210H e
a grande maioria nao tem insuficiéncia adrenal mas pode apresentar deficiéncia parcial
de glicocorticoide (2). A genitalia externa € normal no sexo feminino (12). Pode ndo haver
manifestagdes fenotipicas, apenas uma resposta aumentada da 170OHP plasmatica ao teste
com ACTH, ou podem haver sinais de hiperandrogenismo como pubarca precoce,
hirsutismo leve, acne, irregularidade menstrual e diminuicao da fertilidade em mulheres

adultas.

O diagnostico da 210HD na forma classica ¢ sugerido pela ambiguidade genital em
meninas ou episodios de perda de sal, rapido crescimento e virilizagdo em ambos 0s sexos
durante a infancia. A 17 OHP plasmatica ¢ marcadamente elevada, atingindo valores
superiores a 10.000ng/dL (1), enquanto as pessoas ndo afetadas tém 17 OHP menores que
200ng/dL. Na forma nao classica ¢ necessario estimulo com ACTH exo6geno para fazer a

maior parte dos diagndsticos.

Mais recentemente, o diagnostico também pode ser feito pelos testes de triagem
neonatal. Em 2009, a triagem ja estava implementada em todos os estados dos Estados
Unidos e outros 12 paises, por ser uma doenca com frequéncia relevante e pelo fato do
diagnostico precoce estar associado a menor morbidade e mortalidade, por prevenir a
perda de sal grave (1). Em Minas Gerais, a triagem foi implantada em 2013. Apesar dos
meninos terem maior beneficio com a triagem, uma vez que sdo mais propensos ao
diagnostico tardio ou incorreto pela auséncia de ambiguidade genital, as meninas com

virilizagdo grave também se beneficiam do registro civil correto (13).
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2.2.1) Tratamento da 210HD

A reposi¢ao do glicocorticoide ¢ a base do tratamento da 21 OHD. Na forma
perdedora de sal ¢ necessario, ainda, repor mineralocorticoide. O glicocorticoide de
escolha para o tratamento ¢ a hidrocortisona (isto ¢, o proprio cortisol) na dose média de
10 a 15 mg/m2/dia, dividida em 3 tomadas (1). Esta dose excede o nivel fisiologico da
secrecdo do cortisol, que ¢ de 6-7mg/m2/dia; entretanto, doses ligeiramente
suprafisioldgicas sdo necessarias para suprimir adequadamente os niveis dos androgenos
adrenais. O tratamento ¢ desafiador pela dificuldade no fino balanco entre subdoses e

doses excessivas de glicocorticoide (2).

Os objetivos do tratamento na infancia e adolescéncia sdo: velocidade de
crescimento normal para a idade, taxa de maturagdo esquelética adequada, puberdade
espontanea e no momento apropriado, autoimagem positiva e evitar os potenciais efeitos

do excesso de glicocorticoide (8).

A meia-vida curta da hidrocortisona minimiza os efeitos colaterais adversos que
sdo frequentemente observados com glicocorticoides mais potentes tais como a
prednisona e a dexametasona. O uso de corticoides de longa acdo ¢ evitado em criancas
pelo efeito de supressdo do crescimento (2). Encontrar a menor dose de glicocorticoide
que permita um crescimento adequado, com controle dos androgenos adrenais ¢ a meta

principal do tratamento (1).

2.2.2) Dificuldades do tratamento a longo prazo

A dificuldade de inibicao da producdo androgénica sem doses suprafisiologicas
de glicocorticoide ¢ amplamente reconhecida (14, 15). A supressao do eixo hipotalamico-
hipofisario ndo ¢ sempre adequada, o que pode levar @ manutengdo do estimulo para a
produ¢do de androgenos e ao consequente descontrole clinico-laboratorial. O
hipercortisolismo estd associado a um perfil cardiovascular e metabodlico desfavoravel e
ao hipogonadismo secundario. O hiperandrogenismo, por outro lado, também pode afetar

a saude cardiovascular, o crescimento e a fertilidade (16).

Como resultado do tratamento com corticoides e mineralocorticoides, introduzido

em 1950, praticamente todos os pacientes com HAC atingem a idade adulta. Com isso, a
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preocupacdo com comorbidades e complicagdes a longo prazo tornou-se maior. Os
fatores de risco cardiovascular tem sido descritos com maior incidéncia nos pacientes
com HAC (8). Nos pacientes adultos ja foi documentado maior risco de obesidade,
resisténcia insulinica (17), hipertensdo arterial, dislipidemia, diabetes mellitus,

tromboembolismo venoso (18), osteopenia/osteoporose (19) e infertilidade.

Mudangas desfavoraveis na fung¢ao gonadal e no perfil metabdlico, além de maior
risco cardiovascular, ja sdo identificados em criangas e adolescentes com 210HD. O
aumento da camada intima média da caroétida, que ¢ um marcador de aterosclerose, foi
demonstrado desde a infincia (20), permanecendo alterado na vida adulta (21). 30-50%
dos meninos com doses insuficientes de glicocorticoide desenvolvem tumores de restos
adrenais testiculares (TARTs), o que pode prejudicar o funcionamento testicular,
provavelmente por obstrugdo dos tiibulos seminiferos (22). O aumento do indice de massa
corporal (IMC) ¢ observado desde a infancia, em 16-25% dos pacientes (23) , e se mantem
nos adultos (24), o que pode indicar tratamento com doses excessivas de glicocorticoide.
A hipertensao arterial também ¢ mais frequente e sua incidéncia se relaciona ao IMC e

independe da terapia mineralocorticoide e glicocorticoide utilizada (25).

O manejo do tratamento na adolescéncia e a transi¢do da pediatria para a clinica
sdo desafiadores. Neste periodo, ocorrem profundas mudangas hormonais. A ativagdo do
eixo puberal e o aumento do hormoénio de crescimento diminuem a atividade da 717p5-
desidrogense tipo 1 ¢ aumentam a taxa de filtracdo glomerular, o que resulta em maior
clearance do cortisol. Com isso a eficacia do glicocorticoide exdgeno ¢ reduzida. Além
disso, o aumento fisioldégico dos androgenos e da resisténcia insulinica, proprios desta
fase, sao amplificados nos pacientes com 210HD, o que dificulta ainda mais o controle

(26).

Outro fator que tem grande impacto no tratamento ¢ a aderéncia. Estudos mostram
que na infincia a taxa de adesdo ao tratamento ¢ maior, o que ¢ atribuido ao cuidado dos
pais e a0 acompanhamento médico mais rigoroso. Mesmo assim, aproximadamente 20%
dos pacientes sdo classificados como nao aderentes, o que aumenta para um tergo na vida
adulta (27). Nos pacientes que tém boa adesao ao tratamento, a dificuldade do controle
hormonal pode ser atribuida, entre outros fatores, a diferenca de resposta ao

glicocorticoide entre os individuos.
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2.3) Glicocorticoides

Os glicocorticoides sao moduladores em uma variedade de sistemas fisiologicos
e t€ém um papel importante na homeostase, tanto no metabolismo basal quanto no estresse.
Aproximadamente 20% dos genes expressos nos leucdcitos humanos sido regulados
positiva ou negativamente pelos glicocorticoides (28). Tém um papel critico nos
processos bioldgicos como crescimento, reprodugdo, metabolismo intermediario, reagdes
imunes e inflamatorias, assim como nas fungdes cardiovasculares ¢ do sistema nervoso
central. Sdo os agentes imunomoduladores mais usados na medicina, empregados como
anti-inflamatorios, quando administrados em doses suprafisiologicas, ou como

substitutos do cortisol, como na insuficiéncia adrenal (29).

A secrecao do cortisol pela adrenal € regulada pelo hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH), produzido na adenohipoéfise, que por sua vez ¢ controlado pelo hormoénio
liberador de corticotrofina (CRH) produzido no hipotdlamo. O nivel de cortisol circulante
¢ regulado por feedback negativo, exercido pelo proprio cortisol, tanto na hipdfise quanto
no hipotalamo. Essa via regulatoria age para manter niveis fisioldgicos do hormonio (30).
Por ser um hormonio lipofilico, ele ndo ¢ estocado na adrenal, sendo rapidamente

sintetizado quando necessario (31).

Do cortisol circulante, 95% esta ligado a proteinas. 80-90% circula ligado a
globulina ligadora do cortisol (CBG), 10-15% a albumina e os 5% restantes permanecem
livres, atravessam passivamente a membrana celular por difusdo e se ligam ao receptor

de glicocorticoide intracelular (32, 33).

O ritmo de secregdo ¢ classicamente circadiano, com pico pela manha,
antecipando as atividades didrias, e niveis mais baixos a noite. Os pulsos de cortisol
variam em frequéncia e amplitude ao longo do dia. A pulsatilidade do eixo ¢ dindmica e

rapidamente flutuante para prover uma homeostase adequada (30).

2.3.1) Receptor glicocorticoide (GR):

O GR modula a acdo dos glicocorticoides a nivel celular. Esses receptores sdo
membros da superfamilia de receptores nucleares. Estdo presentes virtualmente em todas

as c¢lulas. Sao codificados pelo gene NR3C1, localizado no brago longo do cromossomo
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5 (5931). Ele possui aproximadamente 150.000 pares de base e € composto por 9 éxons
(32), dos quais o primeiro ndo contem sequencias codificadoras e os oito restantes

codificam proteinas.

Um splicing alternativo no éxon 9 gera duas isoformas altamente homologas do
receptor, denominadas a e . Elas sdo idénticas até o aminoacido 727, quando entao
divergem. O GRa tem mais 50 aminoacidos ¢ o GRP mais 15 aminoacidos nao
homologos. O GRa reside em sua maioria no citoplasma, migra para o nucleo quando
ligado, e representa o classico GR que funciona como um fator de transcri¢do dependente
do ligante. O GRp, por outro lado, ndo se liga ao cortisol, podendo ou nao se ligar aos
glicocorticoides sintéticos. Apresenta atividade transcricional independente do GRa e
exerce, sobre a atividade deste ultimo, um efeito dominante negativo (34). Outras
variantes do GR ja foram descritas: GRy, que exibe aproximadamente 50% da atividade
do GRa e GR-A e GR-P, que ndo se ligam aos glicocorticoides e pouco se sabe sobre

suas fungdes bioldgicas (31).

Os GR atuam como fatores de transcricao, alterando a expressao dos genes alvo,
em resposta a um sinal hormonal especifico. Possuem trés dominios comuns: o dominio
de ligacao ao ligante hormonal, localizado na extremidade carboxi-terminal; o dominio
central de ligagdo ao DNA, que compreende também o sitio de dimerizac¢do; e o dominio
de transativacdo na extremidade amino-terminal, responsavel pela interagdo com os
fatores de transcri¢ao (35). Na auséncia de ligagdo ao cortisol, o GR encontra-se inativo
no citoplasma, estabilizado por um complexo proteico denominado proteinas do choque
térmico (heat shock proteins; hsp). Esse complexo permite que o receptor adquira uma

conformagao tridimensional adequada para sua ligagdo ao hormonio.

A especificidade dos GR decorre da habilidade em reconhecer as sequencias de
ligacdo nos genes-alvo. A ligagdo aos fatores de transcri¢ao ou as moléculas coativadoras
¢ mediada pelos dominios de transativa¢do. Os GR sdo capazes de agir especialmente
como homodimeros, ligando-se ao DNA dupla-fita em uma sequéncia especifica de

nucleotideos (33).

A cascata de eventos que leva a ativagdo ou a repressdo génica pelo cortisol inicia-
se com o hormonio lipofilico cruzando a membrana citoplasmatica da célula-alvo e
interagindo com os GR. Apds interagdo hormonal, ocorre uma mudanga na conformacao,

o GR dissocia-se do complexo com as hsp, forma homodimeros com outras moléculas do
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receptor ativado, transloca-se para o nucleo e interage com sequencias de DNA
conhecidas como elementos responsivo aos glicocorticoides (GREs), bem como com
fatores de transcri¢ao, modulando a expressao de genes-alvo. Esse mecanismo ¢ chamado
transativagdo. Quando se liga a GREs de efeito negativo, ocorre a transrepressdao de

genes-alvo (36).

O GR também modula a acao dos fatores de transcricdo independente de ligagao
direta ao DNA, por meio de interacdes diretas proteina-proteina com outros fatores de
transcri¢do (37), como a proteina ativadora 1 (AP1) e o fator nuclear kB (NF-kB), o que
resulta na inibi¢do de fatores transcricionais pro-inflamatorios e explica porque os
glicocorticoides sao amplamente usados no tratamento de doengas inflamatorias e

autoimunes (36).

A biodisponibilidade dos glicocorticoides a nivel celular também ¢ regulada por
um mecanismo pré-receptor, responsavel pela interconversdo entre a forma ativa
(cortisol) e inativa (cortisona) do glicocorticoide. Duas isoformas da enzima sdo
responsaveis por essas reagoes: a 11B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (11B-HSDT1)
e atipo 2 (11B-HSD2). Essas isoenzimas diferem tanto na distribui¢ao como na fungao e
exercem um papel crucial na concentragdo intracelular de glicocorticoides nos seus
respectivos tecidos-alvos (38). A 11B-HSD1 atua como ativadora, gerando cortisol. E
mais expressa no figado, tecido adiposo, musculo, ilhotas pancreaticas, cérebro, células
inflamatoérias e gonadas. Sua elevagao no tecido adiposo esta associada a complicagdes
metabélicas. Por outro lado, 11B-HSD2 atua como inativadora, gerando cortisona. E mais
expressa na placenta e no feto, prevenindo a maturacdo prematura dos tecidos fetais e

interferindo na programac¢ao metabolica (39).
2.3.2) Sensibilidade aos glicocorticoides:

A resposta clinica ao corticoide exdgeno ¢ extremamente varidvel. Ela esta
relacionada ao tipo de corticoide, a dose, ao horario de administra¢dao e a doenga/célula
alvo da terapéutica (40). Diferencas significativas foram observadas entre espécies,
individuos, tecidos, tipos de células e até em relagdo a fase do ciclo celular em que a

célula se encontra (37).

Na populagdo saudavel foi demonstrada uma variagdo interindividual de resposta

significativa através de testes de supressao com dexametasona 0,25mg (41). Isso significa
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que cada individuo, quando tratado com glicocorticoide, necessita de uma dose 6tima
para manter um balanco entre os efeitos terapéuticos e os efeitos colaterais. A dose
individual, por sua vez, ¢ relativamente estavel e a resposta do cortisol ¢ semelhante entre
os diversos glicocorticoides. Isso implica que ha um set point para a sensibilidade

glicocorticoide, que €, provavelmente, geneticamente determinado (42).

Os fatores que interferem na sensibilidade podem atuar antes da ligagao do cortisol
ao GR, no proprio receptor ou ap6s a ligagdo ao receptor. Entre os fatores moduladores
pré-receptor destacam-se: a concentragdo hormonal, regulada pelo eixo hipotaldmico-
hipofisario-adrenal e influenciada pelas concentragdes da CBG e pela 11B-HSD; a
biodisponibilidade do glicocorticoide; a dissociagdo do GR do complexo com as hsp; a
translocagdo nuclear do receptor ativado e a interagdo com os GREs e com os fatores de
transcricdo. Por sua vez, os principais moduladores com atuagdo no receptor sdo: a
densidade intracelular de GR, a afinidade do receptor para ligagdo hormonal, a
fosforilagdo do GR e as mutagdes e polimorfismos do GR (29). Mudangas apds a
transcri¢do também podem alterar a fun¢do do GR e contribuir para a heterogeneidade de
resposta aos glicocorticoides. Entre elas destacam-se a ligacdo da ubiquitina a residuos
especificos de lisina, o que leva a degradagdao do GR pelo complexo proteossdmico;
mutacoes nos residuos conservados de lisina, que aumentam a atividade transcricional
independente do ligante e impedem o downregulation do GR e a acetilacao do GR pelos

fatores de transcri¢do clock, que reduzem sua atividade transcricional (31).

2.4) Polimorfismos do GR

O GR ¢ crucial para a agao dos glicocorticoides e polimorfismos no gene NR3C1
tém sido associados a alteracdo na sensibilidade glicocorticoide, sugerindo que podem
modular o desenvolvimento de desordens metabolicas (43, 44). Polimorfismos de
nucleotideo unico (do inglés, single nucleotide polymorphisms ou sua abreviatura, SNPs)
sdo variagdes pontuais encontradas ao longo da DNA. Um grande nimero de SNPs no
gene do GR foi descrito até o momento. Em 2008 eram aproximadamente 500. Em 2014,
j& eram mais de 3000, em decorréncia dos avangos na tecnologia de sequenciamento do

DNA. A maior parte deles se localiza nos introns e regides ndo traduzidas (UTRs) (45).
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Apesar dos mecanismos nao estarem completamente elucidados, os SNPs do gene
NR3CI1 levam a modificagdes na transcri¢do, tanto na quantidade quanto na fungdo
codificadora (45, 46). Essas modificacdes podem ndo ter efeito funcional ou acarretar
alteracdo na sensibilidade glicocorticoide. Os polimorfismos seriam responsaveis, pelo

menos em parte, pelas alteracdes interindividuais.

A maior parte das associagdes entre variagoes genéticas e caracteristicas clinicas
vem de estudos de associagdo gendomica ampla (GWAS). Eles sdo uma abordagem
eficiente para identificar locus com polimorfismos de alta densidade e permitir a selegao
genomica dos SNPs que serdo avaliados com maior acuracia. Os GWAS norteiam a maior
parte dos estudos, uma vez que avaliaram milhdes de SNPs em milhdes de amostras (47,
48). Para o gene NR3CI, os SNPs mais estudados e associados a alteragdo da

sensibilidade glicocorticoide sdo: Bcll, Tht III1, ER22/23EK, N363S e GR-95 (44).

Os SNPs do GR tem sido repetidamente associados a alteragdes no fendtipo nas
seguintes areas: composicao corporal, sistema cardiovascular, sistema imune e desordens
psiquiatricas. A maior parte dos estudos demonstrou que os polimorfismos B¢/l e N363S
estdo associados a um aumento da sensibilidade glicocorticoide, enquanto os
polimorfismos ER22/23EK, Tht IIIl e GR-98 estdo associados a resisténcia
glicocorticoide (45).

Para avaliar as frequéncias dos SNPs e comparé-las com outras populagdes o
estudo mais robusto atualmente ¢ o Projeto 1000 Genomas. A fase 3 do projeto foi
publicada em 2015. Ele reconstruiu o genoma de 2.504 individuos oriundos de 26
populagdes, que foram posteriormente agrupadas em cinco grupos: Africa, Leste da Asia,
Sul da Asia, Europa e Américas (Figura 1). A populagdo brasileira nio foi incluida. Foi
caracterizado um amplo espectro de variagdes genéticas, em um total de 88 milhdes de
variantes: 84,7 milhdoes de SNPs, 3,6 milhdes de pequenas inser¢des/delecdes e 60.000
variantes estruturais. Essa pesquisa descreveu mais de 99% dos polimorfismos com
frequéncia maior que 1%, em diferentes ancestralidades (49). Este projeto se sobrepds e
substituiu o HapMap, criado em 2002, que tinha como missdo reconstruir os haplotipos

do genoma humano.
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Figura 1: Amostras populacionais avaliadas no Projeto 1000 Genomas

A distribuicdo dos polimorfismos em uma populagdo nao ¢ randomica. Ocorre um
nimero de combinagdes em um Unico cromossomo, o que ¢ denominado haplotipo.
Assim, alelos adjacentes situados no mesmo segmento cromossdémico sdo transmitidos
juntos na meiose com uma frequéncia maior do que seria esperado pelo acaso. O uso de
haplotipos aumenta o poder dos estudos de associagdo por aumentar a sensibilidade em
detectar multiplos efeitos na mesma regido génica. Hapldtipos usando diferentes
conjuntos de polimorfismos foram descritos para o gene NR3CI, o que ¢ consequéncia

da baixa taxa de recombinacao entre as 150kb do gene (45).

A associagdo entre os alelos ¢ medida pelo Desequilibrio de ligacao (DL). Ele ¢
definido como a diferenga entre as propor¢des haplotipicas observadas e aquelas
esperadas se os alelos segregassem independentemente (50). Além da taxa de
recombinacdo, a magnitude e o decaimento do DL podem ser alterados por eventos como
miscigenagdo, deriva genética, efeito fundador, gargalos populacionais, mutagdo e
sele¢do. Outros fatores, tais como idade da populacdo, tamanho e taxa de crescimento

populacional, migragdo e endocruzamento também podem modificar os padroes de DL.

Para o gene NR3C1, diferentes populagdes e polimorfismos foram estudados, o

que gerou um conjunto de hapldtipos, com sobreposicdo consideravel entre eles. As
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populagdes estudadas sdo principalmente de origem caucasiana, o que tem relevancia ja
que os polimorfismos N363S e ER22/23EK sao encontrados em uma frequéncia muito

baixa na populagdo asiatica (51).

2.4.1) Polimorfismo Bcll

O polimorfismo Bcll (rs41423247) consiste na substitui¢do de citosina por
guanina (C>G) no intron 2, 646 pares de bases a partir do éxon 2, resultando em dois
fragmentos de 2,2kb e 3,9kb, com alteracao da sequéncia TGATCA para TGATGA. Ele
foi inicialmente identificado através de uma sonda especifica, pelo método Southern-Blot,

que encontrou dois alelos com fragmentos de 4,5kb e 2,3kb (52).

Desde entdo, diversos estudos demonstraram que este polimorfismo esta
associado a alteragdes na fun¢do do GR. Alteragdes na sensibilidade tecido-especifica,
com a presenga do alelo G (alelo menor) associada a maior sensibilidade, além de
alteracdes no feedback do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal foram descritas (53). Uma
hipotese para explicar esses fendmenos seria um possivel desequilibrio de ligacdo entre
0 Bcll e outros polimorfismos localizados em regides regulatorias, que poderiam alterar

o fenoétipo (54).

A presenca deste polimorfismo tem sido repetidamente associada a alteragdes de
humor e psicopatologias, como hipomania e bulimia nervosa, além de hipertensao
arterial, sindrome metabolica e, especialmente, hiperinsulinemia e obesidade, refor¢ando
que ele altera a funcionalidade do GR. Em pacientes com asma, o Bcll explica, pelo
menos em parte, o desenvolvimento de asma grave associada a resisténcia glicocorticoide
(55). Em criangas com leucemia foi encontrado maior prevaléncia dos efeitos colaterais
dos glicocorticoides, como a Sidrome de Cushing, dispepsia e sintomas de depressao, nos
pacientes com o polimorfismo Bcll (56). A presenga do polimorfismo também foi
associada a menor gravidade da oftalmopatia nos pacientes com Doenga de Graves (57)
e tem um efeito protetor no desenvolvimento de doengas autoimunes sistémicas, na

populagdo caucasiana (58).

Em um estudo brasileiro, realizado com 68 pacientes adultos com HAC por
210HD, em tratamento exclusivamente com dexametasona e controle hormonal

semelhante, os pacientes heterozigotos para o polimorfismo Bc/l apresentavam indices
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maiores de: IMC, circunferéncia abdominal e pressao arterial sistolica, quando
comparados aos pacientes selvagens, sem o polimorfismo. Os resultados desse estudo
sugeriram ainda, que os pacientes com esse polimorfismo necessitariam de menores doses

de glicocorticoides para controle da HAC (59).

A frequéncia do polimorfismo Bc/l ¢ de aproximadamente 25%, o que varia com
a ancestralidade da populagado (60). No projeto 1000 Genomas (NCBI ID ss1317539254)
(49) foi encontrada uma frequéncia geral de 25,4% para o alelo menor, com as seguintes
variagoes de acordo com a origem da populagdo: 24,2% para a populagdo do leste asiatico,
37,9% para a europeia, 20,0% para a africana, 26,3% para a americana e 20,5% para a

populagéo do sul da Asia.

Na populacdo brasileira, a frequéncia do alelo menor foi 25%, em uma populacao
de 264 individuos saudaveis. Na avaliacdo por ancestralidade foram encontradas
frequéncias de 24,2% para a origem caucasiana (n=230), 29,0% para a africana (n=31) e

50% para a asiatica (n=3) (61).

Em estudo, com 41 criangas e adolescentes com HAC por 210HD forma classica,
a frequéncia do alelo menor foi de 23,1% (62). Em 68 adultos, também com a forma
classica da 210HD, foi 26,4% (59). Em 34 adultos com sindrome metabdlica e 40
controles saudaveis, as frequéncias foram 22% e 33,75%, respectivamente (63). Em 97
mulheres, com sindrome dos ovérios policisticos, foi observada a frequéncia de 24,7%
(64). Em 64 pacientes com sindrome de Cushing, o alelo menor correspondeu a 36% dos

alelos (65).

2.4.2) Polimorfismo N363S

O polimorfismo N363S (rs6195, modificado posteriormente para rs56149945)
esta localizado no cddon 363 do éxon 2 do GR e consiste na substitui¢cao de adenina por
guanina (AAT— AGT). Esta alteragdo leva troca de asparagina para serina (66). A
presenga do polimorfismo foi associada ao aumento da sensibilidade glicocorticoide, por

maior transativagao do receptor (67).

Diversos estudos encontraram associagdo entre este polimorfismo e maiores

indices de massa corporal (IMC) (68) e niveis de insulina (67). Sua presenga também foi
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associada a maior prevaléncia de diabetes mellitus tipo 2 e doenga coronariana (69). Por
outro lado, em estudo que avaliou homens com o N363S, ndo foi observada associagdo
entre o polimorfismo, niveis de colesterol e tolerancia a glicose (70). Pela maior
sensibilidade glicocorticoide, esperava-se menor susceptibilidade a doengas autoimunes,

o que nao foi demonstrado (58).

No projeto 1000 Genomas (NCBI ID ss1317539264) foi encontrada uma
frequéncia geral de 0,62% para o alelo menor, com as seguintes variacdes de acordo com
a origem da populagdo: 1,79% para a europeia, 0,08% para a africana, 1,15% para a
americana, 0,41% para a populacio do sul da Asia e ndo foi encontrado nos individuos

do leste asiatico.

Na populagao brasileira, sua frequéncia foi determinada nos seguintes estudos:
em 380 individuos saudaveis e a frequéncia do alelo menor foi de 1,85%. Na avalia¢do
por ancestralidade foram encontradas frequéncias de 2,0% para a origem caucasiana
(n:276), 2,2% para a africana (n:70) e o alelo menor nao foi encontrado nos individuos de
origem asiatica (n:34) (61). Em 68 pacientes adultos, portadores de HAC forma cléssica,
ele foi encontrado em apenas um paciente, em heterozigose (59). Em outro estudo, que
avaliou 34 pacientes, com sindrome metabdlica e 40 controles saudaveis, ele nao foi
encontrado (63). Em 64 pacientes com sindrome de Cushing, ele foi encontrado, em
heterozigose, em apenas dois pacientes, 1,5% dos alelos (65). Em 295 individuos, 195
obesos e 100 com peso normal, 10 pacientes heterozigotos foram encontrados, o que

corresponde a uma frequéncia do alelo menor de 1,7% (71).

2.4.3) Polimorfismo Tht 1111

O polimorfismo Tht III1 (rs10052957) caracteriza-se por uma substitui¢do de
citosina por timina, 6305 pares de bases a partir do primeiro cédon de iniciagdo, em um
intron, localizado entre dois éxons alternativos (45). A presenca do polimorfismo foi
orginalmente associada a resisténcia glicocorticoide e niveis mais elevados de cortisol

basal (72).

Contudo, outros estudos sugeririam que ele ndo tem efeito autobnomo, e sim, que

seu efeito resulta da associagao com outros polimorfismos: o 96, 0 ER22/23EK ou o Bcll.
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Quando associado ao ER22/23EK foi observado resisténcia aos glicocorticoides e niveis

mais baixos de insulina e LDL colesterol (73).

No projeto 1000 Genomas (NCBI ID ss1317539459) foi encontrada uma
frequéncia geral de 22,12% para o alelo menor, com as seguintes variagdes de acordo
com a origem da populagdo: 32,11% para a europeia, 26,69% para a africana, 20,4% para
a americana, 17,59 para a populagio do sul da Asia e 11,70% para a populagdo do leste
asiatico. Nao foram encontrados estudos com énfase na frequéncia desse polimorfismo

na populacdo brasileira.

2.4.4) Polimorfismo ER22/23EK

O polimorfismo ER22/23EK (rs6189 e rs6190) esta localizado no dominio de
transcri¢do do éxon 2 do GR, nos cddons 22 e 23. Sao mutacdes de nucleotideo tnico e
estdo sempre associadas. A primeira mutagao € silenciosa, alterando o c6don 22 de GAG
para GAA, ambos codificando 4cido glutamico. A segunda, no cédon 23, de AGG para

AAG, resulta na tradugdo de lisina no lugar de arginina (66, 74).

Este polimorfismo estd associado a resisténcia aos glicocorticoides e o fendtipo
dos portadores ¢ descrito como um perfil metabdlico mais saudavel, incluindo niveis
plasmaticos mais baixos de colesterol total, LDL e de insulina no jejum, maior
sensibilidade a insulina e menor risco de diabetes mellitus tipo 2 (75). Além disso, os
niveis de proteina C reativa, que estao associados a maior risco cardiovascular, s3o mais
baixos. Ele também foi relacionado a maior risco de depressao e menor risco de deméncia
nos pacientes idosos. Por ser mais prevalente em individuos mais velhos, foi associado,

ainda, a maior longevidade. (76).

O mecanismo para explicar a reducao da sensibilidade glicocorticoide € que o
polimorfismo se localiza em uma parte do gene que codifica o dominio de transativagao,

e, uma parte maior de GR-a menos ativo transcricionalmente ¢ formada (74).

No projeto 1000 Genomas (NCBI ID ss1317539291 e ss1317539290) foi
encontrada frequéncia geral de 1,06% para o ER22/23EK, com as seguintes variagdes de

acordo com a origem da populagdo: 2,98% para a europeia, ndo foi encontrado na
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populacio africana, 0,58% para a americana, 1,84 para a populagio do sul da Asia e 0,1%

para a populagdo do leste asiatico.

Na populagdo brasileira a frequéncia encontrada, em amostra de 264 individuos
saudaveis, foi de 0,2%. Na avaliacao por ancestralidade, o polimorfismo nao foi detectado
nos individuos de origem africana (n=31) e asiatica (n=3). Foi encontrado exclusivamente
na populagdo de origem caucasiana (n=230), em uma frequéncia de 2,2% (61). No estudo
brasileiro citado anteriormente, que avaliou 68 adultos com HAC forma classica, este
polimorfismo foi encontrado em apenas um paciente, em heterozigose (59). Em
avaliacdo, de 34 adultos com sindrome metabdlica e 40 controles, a frequéncia de alelo
menor encontrada foi de 1,5 e 1,25%, respectivamente (63). Em 64 pacientes com
sindrome de Cushing, ele foi encontrado, em heterozigose, em apenas dois pacientes:

1,5% dos alelos (65).

2.4.5) Polimorfismo 95

O polimorfismo 98 (rs6198 ou A3669G) consiste na substituicdo de adenina por
guanina e esta localizado no éxon 9 do GRf, uma regido ndo traduzida. Sua presenca foi
associada a resisténcia aos glicocorticoide. O mecanismo proposto ¢ que a presenca do
polimorfismo aumente a estabilidade da variante GR que inibe a variante funcional GRa,

o que foi demonstrado in vitro (77, 78).

Este polimorfismo estd associado a um perfil metabdlico mais saudavel, com
menores niveis plasmaticos de colesterol total, maiores niveis de HDL, além de menor
risco de obesidade em mulheres (60). Ele também foi associado a menor susceptibilidade
a colonizagao nasal por Staphylococcus aureus (79) e maior susceptibilidade a artrite

reumatoide (80), o que sugere um efeito mediado pelo GR no sistema imune.

No projeto 1000 Genomas (NCBI ID ss1317536213) foi encontrada frequéncia
geral de 8,39% para o alelo menor, com as seguintes variagdes de acordo com a origem
da populagdo: 17,4% para a europeia, 2,34% para a populagdo africana, 9,50% para a
americana, 15,03% para a populacdo do sul da Asia e 0,1% para a populagdo do leste

asiatico.
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Na populacao brasileira, ele foi avaliado: em 41 criancas e adolescentes com HAC
forma cléssica, a frequéncia do alelo menor foi de 9,7%. Neste estudo, a presenca do
polimorfismo foi associada a um perfil metabdlico pior, com niveis mais elevados de
LDL (62). Em outro estudo, realizado com 68 adultos com HAC forma classica, que
também avaliou o Bcl/l, a frequéncia do alelo menor foi de 9,6%. Neste estudo ndo foram
encontradas diferengas nos fatores de risco cardiovascular: indice de massa corporal,
circunferéncia abdominal, pressdo arterial, HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment

of Insulin Resistance) e perfil lipidico entre os portadores do polimorfismo e os selvagens

(59).

Em uma avaliacdo, feita em duas fases, a primeira com 131 adolescentes
saudaveis, de 10 a 17 anos, de Porto Alegre, e a segunda, com 74 adolescentes, as
frequéncias foram de 18,3 e 14,9%, respectivamente (81). Em 97 pacientes, com sindrome
dos ovarios policisticos, foi de 13,4% (64). Em 64 pacientes com sindrome de Cushing,
foi de 14% (65). Em 228 adolescentes, dos quais 131 tinham transtorno de ansiedade e o

restante era o grupo controle, foi de 9% em ambos os grupos (82).

2.4.6) Outros polimorfismos

Além dos polimorfismos descritos anteriormente, outros polimorfismos do gene
NR3CI também tém sido estudados, entre eles: NR3CI-1 (rs10482605), Intron B (rs
33389), Intron D (rs6188), Intron G (rs 258813) e N766N (rs 6196). A justificativa para
o maior foco dado a esses polimorfismos € que eles foram os primeiros descritos e, a
partir do momento que foram associados a alteracdo da sensibilidade glicocorticoide,
outros estudos, em diferentes condicdes em que os glicocorticoides desempenham um
papel, foram sendo realizados (45). Este fendmeno ¢ conhecido como “winners course”.
Trata-se de um viés no qual o efeito de uma alteracao genética € superestimado. Como
nos estudos os recursos sao limitados, os SNPs candidatos, escolhidos a partir dos GWAS,
podem estar associados a outros, que sdo a verdadeira causa da alteragao fenotipica. O
fato de estudos prévios associarem um SNP a alteragdes clinicas faz com que esses
estudos sejam replicados, o que superestima o papel deste SNP. Esse fendmeno reforga a
necessidade de replicacdo dos estudos, em populagdes com diferentes condi¢des clinicas

e diferentes ancestralidades (48).
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3) OBJETIVOS

3.1) Objetivo geral

Determinar a prevaléncia de polimorfismos do gene do receptor de glicocorticoide
relacionados a alteragdo da sensibilidade glicocorticoide e com potencial impacto na

resposta clinica de pacientes com HAC por 210HD.

3.2) Objetivos especificos

1. Determinar a prevaléncia dos polimorfismos Bcll (rs41423247), N363S
(rs56149945), Tth 11 (rs10052957), ER22/23EK (rs6190 e rs6189) e 94 (rs6198), do
gene NR3C1, estabelecer o perfil genotipico e determinar os haploétipos de pacientes
com HAC por 210HD e comparar com um grupo controle;

2. Comparar a frequéncia dos polimorfismos com outras populacdes, de diferentes etnias

e ancestralidades;
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4) CASUISTICA E METODOS

Foi realizado um estudo do tipo transversal com amostra de conveniéncia da

populagdo de interesse e de um grupo controle.

4.1) Casuistica

Todos os pacientes com 210HD acompanhados no servico de referéncia em
Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (HC-UFMG) e adultos egressos deste ambulatorio, atualmente acompanhados no
Servigo de Endocrinologia do mesmo Hospital, foram convidados a participar do estudo.
Foram incluidos os pacientes com HAC na forma classica que concordaram em participar,

assinando o TCLE, entre janeiro e maio de 2016.

O diagnéstico foi baseado em avaliagdo clinica e bioquimica. Todas as meninas
apresentaram genitalia ambigua ao nascimento. Nenhum participante tinha outra doenga
cronica ou recebia medicacdo regularmente, além da reposi¢do hormonal como terapia

para HAC.

A populagao de interesse foi composta por 102 pacientes com 210HD, 29 do sexo
masculino (28,4%) ¢ 73 do feminino (71,6%), com mediana de 8,95 anos (intervalo
interquartil 2,13 a 17,95 anos). Desses, 93,0% dos pacientes tinham a forma perdedora de
sal e 7,0% a forma virilzante simples. Os pacientes faziam controle a cada 3 /6 meses,
com consultas clinicas e realiza¢do de exames laboratoriais; estavam em uso regular de
glicocorticoide e de mineralocorticoide, quando indicado, de acordo com o protocolo

assistencial.

O grupo controle foi constituido por 163 individuos saudaveis, provenientes da
mesma populacdo, 58 do sexo masculino (35,6%) e 105 do sexo feminino (64,4%). A
mediana de idade foi de 31 anos (intervalo interquartil 27-41 anos). Os critérios de
exclusdo para este grupo foram: uso de glicocorticoides nos trinta dias anteriores a
avaliacdo, uso de medicamentos continuos (excecao: anticoncepcional oral) e presenca
ou passado de doenga crdonica (anemia grave, neoplasia, doenca renal, doenga hepatica,

doenga intestinal inflamatoria, epilepsia, sindrome de ovarios policisticos).
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4.2) Métodos

4.2.1) Avaliagdo genética:

A coleta da amostra de sangue foi realizada no Laboratério Central, do Servigo
de Medicina Laboratorial do HC-UFMG. Amostras de 5 mL de sangue foram coletadas
em tubos a véacuo, com anticoagulante EDTA (4cido etilenodiamino tetraacético), e
armazenadas por um periodo méaximo de 7 dias até o processamento em laboratorio de
pesquisa de referéncia, na Faculdade de Medicina da UFMG.

O material genético foi extraido a partir das amostras de sangue total pelo método
convencional de extracdo salino, desenvolvido por Lahiri e Nurberger em 1991 e
modificado por Cavalli em 1996 e posteriormente por Salazar em 1997 (83). A extragdo
de DNA ocorreu em periodo maximo de uma semana apds a coleta do sangue. Em linhas
gerais, o método de extragdo consiste em promover lise dos leucdcitos circulantes
presentes na amostra de sangue periférico e, assim, isolar o DNA presente no nucleo
dessas células, tornando-o disponivel para andlise posterior. Apods isolamento, a
concentracdo de DNA foi determinada por meio do espectrofotometro NanoVue plus (GE
Healthcare).

Os polimorfismos: N363S (rs56149945), Tth I (rs10052957), ER22/23EK
(rs6189 e rs6190) e 94 (rs6198) foram genotipados através de ensaios pré-desenhados da
TagMan®, que utilizam tecnologia de discriminagdo alélica por reacdo em cadeia da
Polimerase em tempo real (QPCR) (Applied Byosistems, Foster City, CA, EUA). Os
ensaios  utilizados  foram: = rs56149945: C_ 26841917 40, rs10052957:
C_ 30158011 10, rs6189: C 175679493 10, rs 6190: C_ 175679494 10 e rs6198:
C__ 8951023 10.

A determinacao do polimorfismo Bcll (rs41423247) foi realizada por reacdo em
cadeia da polimerase associada com o polimorfismo de fragmentos de DNA obtidos por
enzima de restricdo (polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism; PCR-RFLP), conforme técnica adaptada de um estudo previamente
publicado (84).

A amplificagdo do fragmento do gene NR3C1 foi feita utilizando 50 ng de DNA
gendmico como molde numa reagdo com volume final de 10 uL contendo tampao para
PCR 1X, 1,5 mM de MgCl, 200 uM de cada NTP, 10 pmoles de cada oligonucleotideo
(direto: 5"-AGAGCCCTATTCTTCAAACCTG-3" e reverso:
5S"GAGAAATTCACCCCTACCAAC-3") e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A reacao 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 amplificacdo da PCR (418 pb) foi digerido com enzima
de restricio (Time-Saver™ Bcl/l, New England BioLabs Inc.) & temperatura de 50°C
durante 15 minutos em banho seco (Standard Heatblock, VWR Scientific), numa reagao
de volume final de 15 pL (5 pL do produto da amplificacao, 2 pL. de tampao NEBuffer
3.1 1X, 1 pL da enzima B¢/l [10U] e 7 uL de dgua tipo I). Apds o periodo de clivagem,

a reagdo foi submetida a 60°C durante 20 minutos para inativagao.

Para visualizagdo dos produtos da restrigdo, 15 pL do produto da RFLP
adicionado de 1 pL. do tampao de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de
agarose 2% contendo SYBR Safe. A corrida de 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 analise dos fragmentos
amplificados. Genotipos homozigotos e heterozigotos foram determinados pelo tamanho
dos fragmentos gerados pela restricdo, quando comparados com o padrdo de peso
molecular 100 pb (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas). A enzima Bc/l
reconhece e cliva o sitio de restricdo 5°...T|GATCA...’3. Dessa forma, o fragmento
contendo o alelo selvagem C em homozigose, quando clivado, gera fragmentos de 267
pb e 151 pb. O fragmento de 418 pb contendo o alelo mutante G em homozigose nao
apresenta sitio de restricdo, permanecendo do mesmo tamanho apos a clivagem. O
genotipo heterozigoto foi identificado quando da presenga dos trés fragmentos (418 pb,

267 pb e 151 pb) (Figura 2).
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Figura 2. Genotipagem do Bcll: A figura superior mostra, em letras maitsculas, o fragmento
correspondente ao final do éxon 2 do gene do receptor de glicocorticoide. O polimorfismo Bell
consiste na substitui¢do de C por G, 646 pares de bases a partir do éxon 2 (sublinhado duplo). As
sequencias sublinhadas indicam a localizacdo dos primers usados no ensaio. A figura inferior
mostra a posi¢do dos primers de oligonucleotideos ¢ os produtos amplificados (F: Direto , R:
Reverso, MF: Mutante, WR: selvagem). As setas horizontais indicam o tamanho dos produtos
amplificados. As posi¢gdes dos alelos selvagem (C) e mutante (G) estdo indicadas por setas
horizontais.

4.2.2) Aspectos éticos

O estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (COEP 1.172.019, anexo A). As criangas e adolescentes assinaram o termo
de assentimento (TALE) e os adultos participantes, bem como pais ou responsaveis, apos

informagdo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), anexo B.

4.2.3) Andlise estatistica

Apo6s genotipagem dos pacientes e controles, a frequencia de cada polimorfismo
foi estabelecida, em valores relativos, através da frequencia do alelo menor (FAM). O
alelo menor ¢ definido como o segundo alelo mais frequente. Na grande maioria dos
casos, ele corresponde ao alelo mutante, enquanto a alelo mais frequente ¢ denominado
alelo selvagem. A frequéncia do alelo menor ¢ expressa em porcentagem, dividindo o
numero de alelos menores encontrados pelo total de cromossomos analisados.

A distribuicao dos genotipos de cada polimorfismos foi avaliada para o equilibrio

de Hardy-Weinberg pelo programa Genepop, versdo 4.7 (http:/cran.r-
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project.org.br/web/packages=genepop) (85). A frequéncia dos polimorfismos foi
comparada entre os grupos, pelo teste do qui-quadrado. A distribuicdo genotipica foi
comparada através do odds ratio (OR) e o intervalo de confianga (IC) de 95% foi
calculado.

As frequéncias dos haplotipos e o calculo do desequilibrio de ligagao (DL),
através do cdalculo do coeficiente de desequilibrio padronizado (D") e do Log of the
likelihood odds ratio (LOD- medida da confianca do valor de D") entre os SNP foram
estimados pelo software Haploview, versao 4.2

(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) (86). O Haploview estima os haplotipos

através de um algoritmo que infere as fases dos haplotipos e gera estimativas de suas
frequéncias populacionais, com base em maxima verossimilhanca. O software também
calcula o DL. Entre as medidas utilizadas para estabelecer o DL esta o LOD, que compara
a probabilidade de dois locus estarem verdadeiramente ligados e a probabilidade de se
obter os mesmos dados ao acaso (87). O programa considera um LOD>2 como
significativo. Outra medida calculada ¢ o D", usado para descrever a quantidade de DL
presente. O DL ¢ representado, na forma tradicional, por um esquema de cores. A cor
branca representa um LOD<2 e um D'<1; azul indica LOD<2 e D'=1 e vermelho LOD>2
e D=1 (88).(45)

A determinagdo dos haplétipos e a comparacao da distribuigdo dos haplotipos
entre os grupos foi realizada pelo software Haplostats, versdao 1.6.1 1, (http://cran.r-
project.org/web/package/haplo.stats/index.htlm) (89). O Haplostats utiliza um algoritmo

para estimar os haplétipos, em individuos de familias diferentes, quando a genotipagem
dos genitores ¢ desconhecida, através do principio da maxima verossimilhanca. A
comparacao da frequéncia dos haplotipos entre os grupos foi realizada pelo OR e o IC de

95% foi determinado. A significincia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
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ANEXOS

ANEXO A: Documento de aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataforma
MINAS GERAIS %otl

Continuagdo do Parecer: 1.172.019

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Somos favoraveis a aprovacao 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. Ivani Novato Silva.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer.
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ANEXO B: Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO AOS PAIS OU RESPONSAVEIS,
SEGUNDO RESOLUCAO 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 estd sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa que estamos
realizando sobre a hiperplasia adrenal congénita, que ¢ a doenga com a qual a criancga nasce e que ¢
herdada na familia. Como vocé ja sabe, a doenga exige o controle com a medicagdo chamada acetato de
hidrocortisona. A dose utilizada depende do peso, idade e possivelmente das caracteristicas dos genes de
cada crian¢a. 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 acoes 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, serd possivel melhorar o tratamento.

Se vocé concordar que seu filho(a) participe, sera realizada uma consulta médica e uma
unica coleta de sangue (10 mL) no inicio da pesquisa para a realizagdo de exames laboratoriais, como os
que ele(a) ja realiza habitualmente para o controle. Os riscos relacionados apenas a coleta de sangue sdo
baixos e incluem: desconforto ou dor minima durante o procedimento, formag@o de equimose (mancha
roxa) transitdria, 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 receberao 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 participacdo dele(a) € voluntaria e caso vocé ndo 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 participacdo 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 legislagao
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 seu filho(a) ndo sera identificado. Vocés serfo informados dos resultados da pesquisa
quando ela for finalizada.

B) Declaracio de termo de consentimento pds-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 partiCipaCao MEMNOT  ...cccccceeecvieriieereesieeeteensreeeeesseeseessseesseesssesssessseessessssesssessnns na
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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 ditvidas sobre os esclarecimentos que
me forem dados, sem prejuizo para o acompanhamento do meu filho(a) pela equipe médica. Recebemos as

informacoes sobre a pesquisa e, depois de ter tirado todas as nossas duvidas, damos permissio para a coleta.

Nomes e assinaturas:

Nome dos pais ou responsaveis:
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO, SEGUNDO RESOLUCAO 466 DE 2012 DO
CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, PARA O ADOLESCENTE (DUAS VIAS)

(PARTICIPANTE COM HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA, COM IDADE IGUAL OU
SUPERIOR A 18 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 crianca nasce e que ¢ herdada na familia.
Como vocé ja sabe, a doenca exige o controle com a medicacdo chamada acetato de hidrocortisona. A
dose utilizada depende do peso, idade e possivelmente das caracteristicas dos genes de cada um. Como a
heranca familiar desses genes pode ser estudada nas células do sangue, acreditamos que esta pesquisa
podera auxiliar no entendimento da doencga e na melhora da orientag@o 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
informagdo, sera possivel melhorar o tratamento.

Se vocé concordar em participar, sera realizada uma consulta médica e uma tinica coleta de sangue
(10 mL) no inicio da pesquisa para a realizacdo de exames laboratoriais, como os que vocé ja realiza
habitualmente para o controle. 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 (inflamago 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 terd 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 modificagdo da dose do
medicamento. Sua participacao ¢ voluntaria e caso vocé ndo queira participar, vocé continuard a receber
toda a atencdo e o tratamento a que voceé ja esta acostumado(a). Vocé podera tirar qualquer diivida 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 padroes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo 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 serd informado dos resultados da pesquisa quando ela for finalizada.

B) Declaracio de termo de consentimento pds-informacio:
Declaro que fui suficientemente informado(a) a respeito dos objetivos da pesquisa ¢ de sua
natureza. Eu estou de acordo e concordo em participar da pesquisa e consinto que seja realizada a coleta de

sangue.

concordo em participar 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 diividas
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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

permissdo para a coleta de sangue.

Nome e assinatura:

Assinatura:
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5) ARTIGO
INTRODUCAO

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) secundaria a deficiéncia da enzima 21a-
hidroxilase (210HD) ¢ uma doenga autossOmica recessiva, que leva a diminuicdo da
secrecdo de cortisol e deficiéncia mineralocorticoide, com consequente aumento da
producdo de andrégenos no cortex adrenal (1). Estd relacionada a mutagdes no gene
CYP21A2, que codifica a 21a-hidroxilase, e representa aproximadamente 95% das

deficiéncias enzimaticas adrenais (2, 3).

A 210HD pode se apresentar nas formas classica e nao classica, de acordo com o
grau de deficiéncia enzimdtica. A forma classica perdedora de sal ¢ causada por mutagdes
que inativam completamente o CYP21A2, reduzindo tanto a sintese de cortisol quanto de
aldosterona. J& na forma classica virilizante simples, 1-2% de funcdo da enzima 210H ¢

mantida, e a produ¢do minima de aldosterona evita o quadro de perda de sal nos pacientes

(D).

A reposicao de glicocorticoide (GC), por toda a vida, € a base do tratamento da 21
OHD na forma cldssica. Na forma perdedora de sal é necessdrio, ainda, repor
mineralocorticoide. Uma das dificuldades do tratamento ¢ encontrar a dose adequada de
GC para inibir o excesso de producao androgénica, mas que nao seja excessiva e capaz
de provocar efeitos adversos, o que na pratica constitui um desafio (4, 5). Na infancia e
adolescéncia o glicocorticoide de escolha ¢ a hidrocortisona. Sua meia-vida mais curta
minimiza os efeitos colaterais dos glicocorticoides mais potentes e de acdo mais
prolongada, principalmente a supressao do crescimento (6). A dose necessaria varia entre
os pacientes, o que pode ser atribuido a fatores como: formulacdo da medicacao,
diferencas na absor¢do ¢ meia-vida do GC, aumento do clearence de cortisol na
puberdade (7) e adesdo ao tratamento (8). Além desses fatores, evidencias tem sugerido
que existiria um set point para a sensibilidade glicocorticoide, provavelmente

geneticamente determinado (9).

Os glicocorticoides sao moduladores em uma variedade de sistemas fisiologicos
e t€ém um papel importante na homeostase, tanto no metabolismo basal quanto no estresse.
Aproximadamente 20% dos genes expressos nos leucdcitos humanos sido regulados

positiva ou negativamente pelos glicocorticoides (10). Tém um papel critico nos
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processos bioldgicos como crescimento, reprodugdo, metabolismo intermediario, reagdes
imunes ¢ inflamatorias, assim como nas fungdes cardiovasculares ¢ do sistema nervoso
central. Agem através da ligagdo aos seus receptores. Os receptores de glicocorticoide
(GR) sao membros da superfamilia de receptores nucleares e estdo presentes virtualmente
em todas as células. Sdo codificados pelo gene NR3C1, localizado no brago longo do
cromossomo 5 (5g31). Este gene possui aproximadamente 150.000 pares de base e ¢
composto por 9 éxons (11). Um splicing alternativo no éxon 9 gera duas isoformas
altamente homologas do receptor, denominadas a e f. O GRa reside em sua maioria no
citoplasma, migra para o ntcleo quando ligado, e representa o classico GR que funciona
como um fator de transcricdo dependente do ligante. O GRp, por outro lado, ndo se liga
ao cortisol, podendo ou ndo se ligar aos glicocorticoides sintéticos. Apresenta uma
atividade transcricional independente do GRa e exerce, sobre a atividade deste ultimo,
um efeito dominante negativo (12). Outras variantes do GR ja foram descritas: GRy, que
exibe aproximadamente 50% da atividade do GRa e GR-A e GR-P, que ndo se ligam aos

glicocorticoides e pouco se sabe sobre suas fungdes bioldgicas (13).

Entre os possiveis fatores que poderiam determinar a sensibilidade aos
glicocorticoides estdo os polimorfismos (SNPs) do gene NR3C/ (14). Além dessa acao,
eles também tém sido associados a diferencas na composi¢do corporal, pardmetros
metabolicos, doengas cardiovasculares (15) e desordens psiquiatricas (16). Mais de 3000
SNPs ja foram descritos até o momento, a maior parte deles em introns e regides nao
traduzidas (17). Apesar dos mecanismos ndo estarem completamente elucidados, os
polimorfismos levam a modificagdes na transcricdo génica, tanto na quantidade quanto
na fun¢do codificadora (17, 18). Os mais estudados até o momento, ¢ associados a
sensibilidade aos glicocorticoides, sdo: Bell, Tht 1111, ER22/23EK, N363S e 95 (19). Entre
estes, 0 Bcll e o N363S foram relacionados a maior sensibilidade, enquanto o Tht I111, o

ER22/23EK e 9 a maior resisténcia (17).

Os SNPs nao apresentam distribuigdo randémica em uma populacdo. Quando
estdo no mesmo cromossomo, sao herdados em combinagdes, os haplotipos, que tem sido
usados nos estudos de associag@o para aumentar a sensibilidade de detec¢ao de multiplos

efeitos na mesma regido génica (20).

Diante das evidencias de que os polimorfismos do gene NR3C! estdo associados

a alterag@o da sensibilidade glicocorticoide, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
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prevaléncia de polimorfismos funcionais desse gene, com potencial impacto na resposta

clinica, em pacientes com HAC por 210HD, comparados com um grupo controle.
CASUISTICA E METODOS
Sujeitos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (COEP 1.172.019) e os participantes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido para serem incluidos. As criangas e adolescentes com
21 OHD foram recrutados do de servigo de referéncia em Endocrinologia Pediatrica do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG). Os adultos
com 210HD, egressos deste ambulatério, e atualmente em acompanhamento no servigo

de Endocrinologia do mesmo Hospital, também foram convidados a participar do estudo.

A populagao de interesse foi composta de 102 pacientes, com idade de 8,95 anos
(IQ 2,13 - 17,95), com 210HD na forma classica, em acompanhamento e tratamento
regulares. O diagnostico foi baseado em avaliagdo clinica e bioquimica. Todas as meninas
apresentaram genitdlia ambigua ao nascimento. A maior parte dos pacientes (93,0%)
apresentava a forma perdedora de sal e 7,0% a forma virilzante simples; 71,6% (73) eram
do sexo feminino e 28,4% (29) do sexo masculino. Nenhum participante tinha outra
doenca crdnica ou recebia medicacdo regularmente, além da reposi¢ao hormonal como

terapia para HAC.

O grupo controle foi constituido por 163 individuos saudaveis, provenientes da
mesma populagdo, sendo 58 do sexo masculino (35,6%) e 105 do sexo feminino (64,4%).
A mediana de idade foi de 31 anos (IQ 27- 41). Foram excluidos individuos com presenca
ou passado de doengas cronicas, uso de medicacdo continua e uso de glicocorticoide nos

trinta dias que antecederam a avaliagdo.
Genotipagem

O DNA foi isolado do sangue periférico pelo método de extragdao salino (21).
Todos os pacientes e controles foram genotipados para os polimorfismos N363S, Tth 1111,
ER22/23EK, 9f e Bcll.

Os polimorfismos N363S (rs56149945), Tth III1 (rs10052957), ER22/23EK
(rs6189 e 1s6190) e 96 (rs6198) foram genotipados através de ensaios pré-desenhados da
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TagMan®, que utilizam tecnologia de discriminagdo alélica por reacdo em cadeia da
Polimerase em tempo real (qQPCR) (Applied Byosistems, Foster City, CA, EUA). Os
ensaios  utilizados  foram:  rs56149945: C_ 26841917 40, rs10052957:
C__30158011_10, rs6189: C_175679493 10, rs 6190: C_175679494_10 e rs6198:
C__ 8951023 10.

A determinagdo do polimorfismo Bcll (rs41423247) foi realizada por reacdo em
cadeia da polimerase, associada com polimorfismo de fragmentos de DNA obtidos por
enzima de restrigdo (polymerase chain reaction - restriction fragment length
polymorphism; PCR-RFLP), conforme técnica adaptada de estudo previamente publicado
(22). De maneira simplificada, o produto da amplificagdo da PCR foi digerido por uma
enzima de restri¢do e os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose

a 2%.

Analise estatistica

A distribui¢do dos genotipos de cada polimorfismo foi avaliada para o equilibrio
de Hardy-Weinberg pelo programa Genepop, versdao 4.7  (http://cran.r-
project.org.br/web/packages=genepop) (23). A frequéncia dos polimorfismos, mensurada
pela frequéncia do alelo menor (FAM), foi comparada entre os grupos pelo teste do qui-
quadrado. A distribuicao genotipica foi comparada através do calculo do odds ratio (OR),
com intervalo de confianga (IC) de 95%. A significancia estatistica foi estabelecida em

5%.

Analise dos haplétipos

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

(24) foi utilizado para os célculos das frequéncias dos hapldtipos e do desequilibrio de
ligacdo (DL), realizado através do coeficiente de desequilibrio padronizado (D) e do
LOD (Log of the likelihood odds ratio - medida da confian¢a do valor de D"), entre os
SNPs. A comparagao da distribui¢do dos haplotipos entre os grupos foi realizada pelo
software Haplostats, Versao 1.6.1 1, (http://cran.r-
project.org/web/package/haplo.stats/index.htlm) (25); foi calculado o OR, com IC de
95%.
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Todos os polimorfismos avaliados estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Nao foram encontradas diferencas significativas nas frequéncias dos polimorfismos entre

pacientes e controles (Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncias dos polimorfismos nos pacientes com 210HD e nos controles

POLIMORFISMO | PACIENTES CONTROLES 1 p
FAM (%) FAM (%) (n)
n: 102
ER22/23EK 2,5 1,3 (157) 0,904 0,3417
(rs6189)
ER22/23EK 2,5 3,3 (152) 0,300 0,5842
(rs6190)
I 16,2 11,6 (153) 2,202 0,1378
(rs6198)
N363S 0,5 1,7 (160) 1,414 0,2345
rs56149945
The 11T 32,8 25,8 (116) 2,931 0,0869
(rs10052957)
Bell 26,0 32,7 (139) 2,561 0,1095
(rs41423247)

FAM: Frequéncia do alelo menor ¥*: qui-quadrado

Na comparagao dos genotipos, o polimorfismo 74t I111 em heterozigose (GA) foi

mais frequente nos pacientes (OR 2,186; p=0,004), enquanto o o Bc/l, também em

heterozigose (CG), foi mais prevalente nos controles (OR 0,581; p=0,049) (Tabela 2).

Observou-se que os pacientes apresentaram maior DL entre os polimorfismos

estudados. O DL foi maior entre o 96 ¢ 0 ER22/23EK e entre o 96 € o Tht III] em ambos

os grupos. No grupo controle foi demonstrado, ainda, um forte DL entre o 96 e o Bcll 1

(Figura 1).
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Tabela 2: Distribuicao dos polimorfismos nos pacientes com 210HD e nos controles

GENOTIPOS OU ALELOS PACIENTES CONTROLES ODDS RATIO p-valor
(n=102, %) (n=163, %) (IC 95%)

rs6189 C>T (ER22/23EK)

CC 97 (95) 153 (94) 1,0 -

CT 5(5) 4(2) 1,971 (0,517-7,524) 0,320

TT - - - -

C 198 (98) 306 (94) 1,0 -

T 52) 4 (1) 1,922 (0,509-7,245) 0,334

rs6190 C>T (ER22/23EK)

CC 97 (95) 148 (91) 1,0 -

CT 5(5) 4(2) 1,907 (0,499-7,280) 0,345

TT - - - -

C 199 (98) 302 (92) 1,0 -

T 52 4(1) 1,884 (0,499-7,103) 0,349

rs6198 T>C (95)

CC 71 (70) 121 (74) 1,0 -

TC 29 (28) 29 (18) 0,587 (0,324-1,061) 0,078

CC 212 32 1,136 (0,185-6,964) 0,890

T 171 (84) 271 (83) 1,0 -

C 33 (16) 35(11) 1,494 (0,895-2,495) 0,125

rs10052957 G>A (Tht ITIT)

GG 43 (42) 94 (58) 1,0 -

GA 51 (50) 51 (31) 2,186 (1,287-3,714) 0,004*

AA 8(8) 15(9) 1,166 (0,459-2,957) 0,747

G 137 (67) 239 (73) 1,0 -

A 67 (33) 81 (25) 1,443 (0,981-2,122) 0,060

rs56149945 T>C (IN363S)

TT 101 (99) 114 (70) 1,0 -

TC 1(1) 4(2) 0,282 (0,031-2,566) 0,261

CC - - - -

T 203 (99) 232 (71) 1,0 -

C 1(1) 4(1) 0,286 (0,032-2,577) 0,264

rs41423247 C>G (Bcll)

CC 57 (56) 60 37) 1,0 -

CG 37 (36) 67 (41) 0,581 (0,338-0,998) 0,049*

GG 8(8) 12 (7) 0,702 (0,267-1,842) 0,472

C 151 (74) 187 (57) 1,0 -

G 53 (26) 91 (28) 0,721 (0,483-1,077) 0,110

IC: intervalo de confianga; *p<0,05
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Figura 1: Desequilibrio de ligacdo (DL) entre os polimorfismos do gene NR3CI nos grupos estudados. Os
polimorfismos estdo identificados pelo seu niimero de identifiagdo (“rs#). Os nlimeros nos quadrados indicam o D" e
estdo expressos em porcentagens. Os quadrados em vermelho indicam SNP com grande DL, com valores de LOD > 2,

os azuis LOD<2 e D'=1 ¢ os brancos LOD <2 e D'<1.

Foram gerados seis haplotipos com frequéncia maior do que 1%, cuja distribuicdo é
apresentada na tabela 3. Excluindo o haplétipo selvagem (sem nenhum polimorfismo), o
mais presente nos controles, com diferenga estatisticamente significativa, foi o que
contém apenas o polimorfismo Bcll, com frequéncia de 19,9% versus 11,3% nos
pacientes (OR:0,56, p=0,017). Nos pacientes, os haplotipos contendo os polimorfismos
Bcll e Thtllll e os polimorfismos 96 e Thtllll foram os mais frequentes, sem atingir
diferenca estatisticamente significativa em comparagdo aos controles. O haplétipo
contendo o polimorfismo 7htIIIl e o haplotipo com 96, Thtllll e ER22/23EK foram os

menos encontrados nos dois grupos.

Tabela 3: Distribuicao dos haplétipos

Haplétipo Polimosfismo (s)  Frequéncia Frequéncia Odds IC p- valor

pacientes (%) controles (%)  ratio

TCTCCG Selvagem 553 53,0 1,00 0,80

TGTCCG Bell 11,3 19,9 0,56 0,31-0,99  0,017*

TGTCCA Bell + Thillll 13,2 11,9 1,01 0,58-1,77 0,70

CCTCCA 9+ Thillll 12,3 9,9 1,30 0,70-2,39 0,22

TCTCCA Thillll 3.4 2,1 1,64 0,46-5,86 0,28

CCTTTA 9B+ER22/23EK+ 2,5 1,2 1,19 0,40-3,53 -
TheIlll

IC: Intervalo de confianga; *p<0,05
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DISCUSSAO

Dentro do nosso conhecimento, a maior prevaléncia do polimorfismo 7%¢ III1 em
heterozigose (GA) nos pacientes com 210HD e do polimorfismo B¢/l (CG), também em
heterozigose, nos controles, foi relatada pela primeira vez em nosso estudo. Dos SNPs
avaliados, estes sao os de maior frequéncia. O ThtlllI foi o de maior prevaléncia, 32,8%,
e ndo havia sido relatada sua frequéncia na populagdo brasileira anteriormente. Ele se
caracteriza pela substituicdo de citosina por timina, 6305 pares de bases a partir do
primeiro codon de iniciagdo, em um intron (17), e tem sido associado, além da resisténcia
glicocorticoide, a um perfil metabolico mais saudavel. O Bcll, que consiste na
substitui¢ao de citosina por guanina (C>G) no intron 2 (26), teve frequéncia de 26,0%
nos pacientes, proximo ao relatado em estudos prévios que avaliaram a populacdo
brasileira, em torno de 25% (15, 27), incluindo pacientes com 210HD (28). Esta
relacionado, além da maior sensibilidade glicocorticoide, a alteracdes de humor,
psicopatologias, hipertensdo arterial, sindrome metabolica e, especialmente,
hiperinsulinemia e obesidade. Em pacientes com 210HD sua presenca estaria relacionada

a necessidade de doses menores de glicocorticoide (29).

Na avalia¢dao dos haplotipos, ficou evidenciado maior prevaléncia do haplotipo
“T, G, T, C, C, G”, que possui apenas o polimorfismo Bcll, nos controles. Este dado,
também nao descrito anteriormente, sugere maior sensibilidade glicocorticoide em
individuos saudaveis quando comparados aos pacientes com 210HD estudados. A
avaliacdo por hapldtipos tém demonstrado maior poder do que a avaliagdo dos SNPs
isolados na determinagdo dos fendtipos de doengas complexas e produtos génicos,
especialmente no campo da farmacogenética, no qual ja estd estabelecido que variagdes

nas respostas a drogas podem ser atribuidas a variagdes genéticas (20).

Devido a baixa taxa de recombinagdo entre as 150.000kb do gene NR3CI e ao
grande desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos, haplétipos contendo diferentes
combinagdes de SNPs ja foram descritos. Em estudo realizado em Rotterdam, Holanda,
que avaliou 10.000 individuos com patologias diversas, incluindo artrite reumatoide,
diabetes, cancer, doenca arterial coronariana e criangas nascidas pequenas para a idade
gestacional, e determinou os mesmos polimorfismos do presente estudo, foram
identificados seis haplotipos principais com frequéncias semelhantes as encontrados em
nossa casuistica: selvagem: 42%; Bcll 23%; Bcll e Tth III1 14%; 96 e Tth III1 14%; 95,
ER22/23EK e Tth III1 2,5% e N363S 4,5% (17). A excecdo foi o haplotipo que contém
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apenas o polimorfismo N363S, que nao foi encontrado em nosso estudo, o que pode ser
atribuido a baixa prevaléncia deste SNP em nossa populagdo. A frequéncia do haplotipo
contendo apenas o Bcll, foi semelhante ao que encontramos nos controles, 19,9%, mas

superior ao encontrado nos pacientes, 11,3%.

O gendtipo GA do SNP Tht /111 foi encontrado em 51 dos 102 pacientes. Este SNP
foi orginalmente associado a resisténcia glicocorticoide. Contudo, outros estudos
sugeririam que ele ndo tem efeito autbnomo, e sim, que seu efeito resulta da associagdo
com outros polimorfismos (30), especialmente o 94, combinagdo encontrada em 12,3%
dos pacientes e com o ER22/23EK, encontrado em conjunto com o 96 ¢ o Tht /I/T em
2,5% dos pacientes. Estes dados sugerem que parcela significativa dos pacientes com
HAC por 210HD avaliados pode apresentar resisténcia glicocorticoide, o que pode ter
impacto no tratamento, uma vez que, o hipercortisolismo esta associado a um perfil
cardiovascular e metabdlico desfavoravel e ao hipogonadismo secundario ¢ o
hiperandrogenismo, por outro lado, também pode afetar a saude cardiovascular, o
crescimento e a fertilidade (31).

Na comparacdo com o projeto 1000 Genomas, ficou evidenciado que a
prevaléncia da maior parte dos polimorfismos: ER22/23EK, 9f e Thtllll foi semelhante
ao encontrado na populacao europeia (32) (Tabela 4). Esse achado refor¢a estudo da
ancestralidade brasileira realizado previamente, que demonstrou que, em todas as regioes
do Brasil, a ancestralidade europeia ¢ predominante, com propor¢des variando de 60,6%
no Nordeste a 77,7% no Sul. Na regido Sudeste, origem da maior parte dos pacientes e
controles, as propor¢des gendmicas encontradas neste estudo foram: 74,2% europeia,
17,3% africana e 7,3% amerindia (33). O projeto 1000 Genomas, apesar de ser um banco
de dados robusto, que ¢ referéncia atualmente, por ter caracterizado um amplo espectro
de variagdes genéticas, de diferentes ancestralidades, ndo ¢ representativo de todas as
populagdes. A populagdo brasileira, por exemplo, ndo foi avaliada, e as populagdes
selecionadas para compor o banco de dados da América, que ndo refletem a

ancestralidade brasileira, foram: Peru, Colombia, México e Porto Rico.
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Tabela 4: Frequéncia dos polimorfismos nos pacientes com 210HD e no Projeto 1000 Genomas

POLIMORFISMO FREQUENCIA | 1000 EUROPA AFRICA AMERICA SUL LESTE
(%) GENOMAS (%) (%) (%) ASIA  ASIA
(n: 102) (%) (n:1006)  (n:1322)  (n:694) (%) (%)

(n:5008) (n:978)  (n:1008)

ER22/23EK 2,5 1,06 2,98 NE* 0,58 1,84 0,1

(rs6189/rs6190)

9p 16,2 8,3 174 23 9,5 15,0 0,1

(rs6198)

N363S 0,5 0,6 1,79 0,08 1,15 0.4 NE*

rs56149945

The T 32,8 22,1 32,1 26,6 20,4 17,6 11,8

(rs10052957)

Bell 26,0 254 37,9 20,0 26,3 20,5 242

(rs41423247)

*Nao encontrado

Na comparagdo com estudos que avaliaram a populagdo brasileira, a frequéncia
do N363S, de 0,5%, assim como a do Bcll, foi semelhante ao descrito previamente. As
frequéncias, nos estudos prévios, variaram entre 0 e 2,2% (27, 34) e, em 68 pacientes
com 21 OHD, foi encontrado em apenas um deles, em heterozigose (29).0 SNP N363S,
que se localiza no cédon 363 do éxon 2, consiste na substituicdo de adenina por guanina
(AAT— AGT), o que resulta na troca de asparagina para serina (35). Sua presenca foi
associada a aumento do indice de massa corporal (IMC) (36), maiores niveis de insulina

(37) e a prevaléncias aumentadas de diabetes mellitus tipo 2 € doenga coronariana (38).

A frequéncia do polimorfismo ER22/23EK, de 2,5%, foi superior. Ele estd
localizado no dominio de transcricdo do ¢xon 2, nos codons 22 ¢ 23. Sao mutagdes de
nucleotideo tinico e estdo sempre associadas. A primeira mutagdo ¢ silenciosa, alterando
o codon 22 de GAG para GAA, ambos codificando acido glutdmico. A segunda, no cédon
23, de AGG para AAG, resulta na tradugdo de lisina no lugar de arginina (35, 39). Nos
estudos prévios com a populacdo brasileira sua prevaléncia méaxima foi de 2,2% (27, 34)
e, em 68 pacientes com 210HD, foi encontrado em apenas um deles, em heterozigose
(29). O polimorfismo 95, que consiste na substitui¢do de adenina por guanina e esta
localizado no éxon 9, foi encontrado com frequéncia de 16,2%, dentro do intervalo
descrito em outros estudos, de 9,0 a 18,3% (40), mas superior ao descrito em pacientes
com 210HD, nos quais a frequéncia foi de 9,6 € 9,7% (28). Esses polimorfismos, assim

como o Tht /I1, além de terem sido associados a maior resisténcia glicocorticoide,
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também foram associados a um perfil metabdlico mais saudavel: os portadores do
ER22/23EK apresentaram niveis plasmaticos mais baixos de colesterol total, LDL e
insulina no jejum, maior sensibilidade a insulina e menor risco de diabetes mellitus tipo
2 (41); a presenca do 94 foi associada a menores niveis plasmaticos de colesterol total,
maiores niveis de HDL e menor risco de obesidade em mulheres (42) e o Tht ///1, quando
presente em conjunto com o ER22/23EK , foi relacionado a niveis mais baixos de insulina

e LDL colesterol (30).

CONCLUSAO

O presente estudo traz evidencias de que o polimorfismo 7ht/II] em heterozigose
(GA) ¢ mais frequente nos pacientes com HAC por 210HD, o que poderia estar associado
a resisténcia glicocorticoide, enquanto o polimorfismo Bcll, também em heterozigose
(CG), ¢ mais frequente no grupo controle, o que estaria relacionado a maior sensibilidade
glicocorticoide. Outro achado concordante foi a maior prevaléncia do haplotipo “T, G, T,
C, C, G”, que possui apenas o polimorfismo Bcll, nos controles. Em conjunto, esses dados
sugerem que uma parcela dos pacientes com HAC por 210HD poderia apresentar algum
grau de resisténcia aos glicocorticoides e, consequentemente, necessitar de doses mais
elevadas do que o estabelecido baseado na populacao saudavel, para o controle do seu
quadro. Novos estudos podem definir o uso da genotipagem para permitir uma maior

individualiza¢do do tratamento.
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