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RESUMO

Kaupert LC. Analise de genes moduladores do fendétipo de virilizagdo genital em
mulheres com a forma classica da deficiéncia da 21-hidroxilase [tese]. S&o Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) por deficiéncia da enzima 21-hidroxilase
(210H) é uma doenca autossdmica recessiva que compromete a sintese de cortisol
elou aldosterona. E a causa mais frequente de disturbio da diferenciacdo sexual
46,XX. Apresenta uma diversidade fenotipica, a qual é decorrente de mutacdes no
gene CYP21A2. Observa-se forte correlagdo do comprometimento da atividade
enzimatica predita pelo gendtipo com a forma de apresentagéo clinica e com os
valores hormonais; entretanto, esta correlacdo ndo € observada com o grau de
virilizagao pré-natal da genitalia externa em mulheres com a forma classica.
Supomos que variagdes inter-individuais na agdo, sintese e metabolismo dos
androgenos possam influenciar o fendtipo da virilizagdo. Objetivos: avaliar se
variantes alélicas em genes relacionados a agdo, sintese ou metabolismo de
androgenos na vida fetal possuem um efeito modulatério na variabilidade fenotipica
da virilizagao genital em mulheres com a forma classica carreando gendétipos 210H
semelhantes. Também serdo avaliadas se diferencas na expressao tecidual local
dos genes HSD17B5, SRD5A1, SRD5A2 e RA influenciariam esta variabilidade
fenotipica da forma classica. Casuistica: foram selecionadas 187 mulheres com a
forma classica da HAC 210H provenientes de 4 centros médicos. Dados clinicos,
hormonais e o grau de virilizagdo genital foram obtidos de forma retrospectiva da
analise de prontuarios. A intensidade de virilizagao genital foi classificada de acordo
com a escala de Prader (P) e as pacientes foram divididas em 4 grupos: P I+1l, P lll,
P IV e P V. As pacientes também foram agrupadas de acordo com o genétipo 210H:
grupo A carreadoras de mutagbes que predizem < 2% de atividade enzimatica
residual (n= 122) e grupo B carreadoras de mutagbes que predizem 3 a 7% de
atividade residual (n= 58). Metodologias: foram amplificadas e re-sequenciadas as
regides que flanqueiam os exons dos genes CYP3A7, PXR e CAR. Para as

variantes funcionais, foram re-sequenciados os exons 12-13 do POR e a regiao
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promotora do HSD17B5. As variantes V89L e A49T do SRD5A2 foram rastreadas
por PCR-RFLP e o nCAG do RA por eletroforese capilar e analise pelo GeneScan. A
determinacdo da expressao génica em pele genital foi feita por PCR em tempo real
utilizando os genes endégenos CYC, PGK1 e B2M. Os testes t-test, Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis, Fisher e regressao linear uni- € multipla foram utilizados na analise
estatistica. Resultados: o Prader score no genaétipo A variou de Il a V (lll: Il = 1V) e
no gendtipo B de la V (lll: Il - 1ll) (P< 0,001). Foram encontradas em 2,5% dos alelos
a variante CYP3A7*1C, em 24% CYP3A7*2, 31% rs2307424 CAR, 25% A503V
POR, 33% -71G HSD17B5, 17% rs2518047 HSD17B5, 31% V89L SRD5A2 e em
1% dos alelos a variante A49T SRDSAZ2. Foi identificada associagao das variantes
rs2307424 CAR (P= 0,023 ;r*= 0,253) e rs2518047 HSD17B5 (P= 0,006; r’= 0,144)
com o grau de virilizagdo genital, tem sido encontradas em maior frequéncia no
grupo de pacientes com virilizagdo mais intensa. Todas as outras variantes nao
apresentaram associagao com o Prader score (P> 0,05). As diferencas de expresséo
de todos os genes analisados em amostras de pele genital ndo foram
estatisticamente significantes (P> 0,05), embora observou-se que em 4/7 amostras
de pacientes com Prader score IV houve uma super-expressao do gene SRD5A2 em
relacdo a 1/5 pacientes com Prader score Ill. Conclusao: neste estudo multicéntrico
observamos que o gendtipo 210H se correlacionou com a intensidade de virilizagéo
genital em mulheres com a forma classica. A variante rs2307424 do gene CAR,
relacionada ao metabolismo pré-natal de androgenos, e a variante rs2518047 do
gene HSD17B5, relacionada a sintese de testosterona, associaram-se a fendtipos
de virilizacdo mais intensos. Nao identificamos diferengcas na expressao tecidual dos
genes relacionados a sintese e/ou agao periférica de androgenos em pacientes com

os diferentes graus de virilizagao.

Descritores: 1. Hiperplasia supra-renal congénita 2. Virilismo 3. Polimorfismo

genético 4. Expresséao génica.
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SUMMARY

Kaupert LC. Analysis of modulatory factors involved in the phenotype of external
genitalia virilization in females with classical form of 21-hydroxylase deficiency

[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2012.

Congenital Adrenal hyperplasia (CAH) due to 21-hydroxylase deficiency (210H) is an
autosomic recessive disorder characterized by an impairment in the cortisol and/or
aldosterone synthesis, being the most frequent cause of 46,XX disorder of sex
development. The disease presents a wide phenotypic variability resulting from
different CYP21A2 gene mutations and a strong correlation has been observed
among genotypes, clinical forms and basal hormone levels. However, this correlation
is not observed regarding the degree of prenatal external genitalia virilization in
females and an interindividual variability in the synthesis, metabolism and/or
peripheral action of androgens could corroborate for these findings. Objectives: to
evaluate if allelic variants in genes related to the androgen synthesis, metabolism
and peripheral action could modulate the genital phenotype in CAH females bearing
similar CYP21A2 mutations. Differences in the HSD17B5, SRD5A1, SRD5A2 and RA
gene expression in genital skin were evaluated among patients with different degrees
of external genital virilization. Patients: were selected 187 CAH females and clinical
and hormonal data were retrospectively evaluated. The degree of external genitalia
virilization was classified according to Prader (P) scores and patients were divided
into 4 groups: P I+, P Ill, P IV and P V. Patients were also grouped according to
210H genotypes: group A bearing mutations predicting < 2% of residual enzymatic
activity (n= 122) and group B between 3 to 7% (n= 58). Methodology: the exonic
flanking regions of CYP3A7, PXR e CAR genes were PCR amplified and sequenced.
The exons 12-13 of POR and the promotor region of HSD17B5 were sequenced to
screen the functional polymorphisms. The V89L and A49T SRD5A2 alleles were
screened by PCR-RFLP and the CAG polymorphic tract of AR gene by capillary
electrophoresis and GeneScan analysis. The differential gene expression in genital
skin was evaluated by real time PCR and the CYC, PGK1 e B2M housekeeping
genes were used. The t-test, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Fisher and uni- and
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multiple linear regression tests were used in statistical analysis. Results: Prader
score in group A varied from Il to V (llI: 11l - V) and in group B from | to V (Il 1l - III)
(P< 0,001). The CYP3A7*1C allele was identified in 2.5% of alleles, CYP3A7*2 in
24%, rs2307424 CAR in 31%, A503V POR in 25%, -71G HSD17B5 in 33%,
rs2518047 HSD17B5 in 17%, V89L SRD5A2 em 31% and A49T SRD5A2 in 1% of
alleles. The rs2307424 CAR (P= 0.023; r’= 0.253) and rs2518047 HSD17B5 variants
(P= 0.006; r’= 0.144) were associated with the degree of external genitalia
virilization, and they were found in a higher frequency in more virilized patients. The
remaining variants were not associated with Prader scores (P> 0.05). The HSD17B5,
SRD5A1, SRD5A2 and RA gene expressions did not significantly differ between
patients presenting Prader score Ill and IV (P> 0.05); however, 4/7 samples from
patients with Prader IV and just 1/5 patients with Prader Ill presented an increased
SRD5A2 expression. Conclusion: In this multicentric study the 210H genotypes
were correlated with the degree of external genitalia virilization in CAH females. The
rs2307424 CAR and the rs2518047 HSD17B5 variants, related to the prenatal
androgen metabolism and synthesis, respectively, explained some of the
interindividual variability of genital phenotype in CAH females bearing similar
CYP21A2 mutations. Differences in the expression of genes involved in the
peripheral androgen action did not corroborate for the variability of genital phenotype
in CAH.

Descriptors: 1. Congenital adrenal hyperplasia 2. Virilism 3. Genetic polymorphism

4. Gene expression.
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1. INTRODUGAO
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1.1 Hiperplasia Adrenal Congénita por Deficiéncia da 21-Hidroxilase

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) € o nome dado a um grupo de doengas
autossdmica recessivas que afetam a sintese do cortisol; sendo decorrente da
deficiéncia da enzima 21-hidroxilase (210H) em 90-95% dos casos. Esta deficiéncia
enzimatica € a causa mais frequente de genitalia ambigua ao nascimento. A
diminuicdo da atividade da 210H prejudica a produgao do cortisol, causando uma
elevagdo crénica do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), resultando em
hiperplasia do cortex da adrenal e em excesso da producdo dos precursores do
cortisol. Estes precursores sao desviados para a sintese dos andrégenos adrenais e
causam os sinais de virilizagado caracteristicos desta doencga (Figura 1) (White &

Speiser 2000).
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Figura 1. Esteroidogénese no cértex da adrenal. A deficiéncia da atividade da 21-hidroxilase
(P450c21) compromete a sintese de cortisol e/ou aldosterona, ocorre aumento dos precursores do
cortisol que séo desviados para a producéo de testosterona. DHEA: deidroepiandrosterona, DHEAS:
sulfato de deidroepiandrosterona, P450scc: enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol,
3BHSD: 3pB-hidroxiesterdide-desidrogenase, P450c17: 17a-hidroxilase, P450c21: 21-hidroxilase,
P450c11: 11B-hidroxilase, P450AS: aldosterona-sintase, 17BHSD: 17B-hidroxiesteréide-
desidrogenase.

A HAC 210H possui uma forma clinica mais branda, a forma néo classica e
uma mais grave, a forma classica. A forma ndo classica é subdividida em
assintomatica e sintomatica, cujo inicio das manifestacbes ocorrem mais
tardiamente. A forma classica é subdividida em virilizante simples e perdedora de sal
(Witchel & Azziz 2011).

A forma classica virilizante simples caracteriza-se por graus variados de
virilizacao pré-natal da genitalia externa no sexo feminino, decorrente da exposicao
do feto feminino a um excesso de androgenos entre a sexta e décima semana de

gestacdo (Merce Fernandez-Balsells et al 2010). Na pratica clinica o grau de
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virilizagao genital é quantificado por uma escala de cinco estadios, desenvolvida
por Prader (1954): Prader | indica aumento isolado do clitéris; Prader |l, aumento do
clitéris com fusédo posterior dos grandes labios, mantendo-se individualizadas no
perineo as aberturas uretral e vaginal; Prader Ill, aumento do clitéris associado a
fusao posterior dos grandes labios com abertura do seio urogenital (fusdo da uretra
e vagina) no perineo; Prader |V, aumento do clitéris com abertura do seio urogenital
na base do clitoris e fusdo completa dos grandes labios; Prader V, fusao labial
completa e abertura do seio urogenital na extremidade do clitéris aumentado,

semelhante a uma genitalia masculina normal (Figuras 2 e 3).

Bexiga
| Ducto Mulleriano
Estégio \ Tubérculo Mulleriano
— indiferenciado _
Uretra primitrva

Placa
vaginal

Utriculo
prostético

f Vagina ¢
- |
Uredra perineal

o\ M\ \ \H R\ By ) | S

Normal ¢ Normal ¢

Feminino
Masculino

Figura 2. A: Diferenciacdo normal da genitalia feminina. B: Representagdo esquematica dos
diferentes graus de virilizagao fetal da genitalia feminina, quantificagdo usando a escala de Prader (I
aV).
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Figura 3. A: Diferenciagdo normal da genitalia externa feminina. B: Representagdo esquematica dos
diferentes graus de virilizagdo fetal da genitalia externa feminina, quantificacdo usando a escala de
Prader (1 a V).

Na vida pds natal, ambos os sexos, sem tratamento adequado, desenvolverao
virilizagao, caracterizada por aumento do clitéris ou pénis, pubarca precoce,
aumento da massa muscular e aumento da velocidade de crescimento com
acentuado avango da idade 6ssea, resultando em baixa estatura final (White &
Speiser 2000).

A forma perdedora de sal, além dos sinais de virilizagao pré e pés-natais que
ocorrem na forma virilizante simples, também caracteriza-se por maior
comprometimento na sintese de aldosterona, o que resulta em desidratacdo com
hiponatremia e hiperpotassemia. Geralmente esta desidratagdo ocorre antes dos
trinta dias de vida e, quando nao tratada, leva ao choque e 6bito (White & Speiser
2000).

A prevaléncia da forma classica em nossa populacao € de 1 em cada 10.300

nascidos-vivos, mas pode variar consideravelmente entre os diferentes grupos
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étnicos (Hayashi et al 2011). A forma nao classica tem prevaléncia mais alta,
afetando de 0,6 a 9% de mulheres com hiperandrogenismo (Witchel & Azziz 2010).
A anormalidade bioquimica mais evidente nos pacientes com HAC 210H é a
elevagdo da 170H-progesterona (170HP), o principal substrato da enzima, que
geralmente esta em concentragdes séricas superiores a 50 ng/mL na forma classica.
Na forma nao classica as concentragdes basais da 170OHP podem estar elevadas ou
normais. Outros hormdnios que também estdo elevados em pacientes nao tratados

sdo: progesterona, androstenediona e testosterona (Bachega et al 2004).

Conforme exposto acima, observa-se que pacientes com a deficiéncia da 21-
hidroxilase apresentam um espectro variavel na atividade enzimatica residual,
resultando na apresentacédo de formas clinicas com diferentes gravidades, as quais
podem ser justificadas pela presenca de diversas mutagdes no gene CYP21A2

(Speiser et al 1992, Wedell et al 1994, Krone et al 2000, Finkielstain et al 2011).

1.2 Genética Molecular da Hiperplasia Adrenal Congénita por Deficiéncia da 21-

Hidroxilase

A enzima 210H é codificada pelo gene CYP21A2, localizado no cromossomo
6 (6p21.3), dentro do locus dos genes que codificam o complexo principal de
histocompatibilidade, especificamente na regidao HLA classe Ill (Dupont et al 1977).
A unidade CYP21 esta duplicada, sendo o CYP21A2 o gene ativo e o CYP21A1P o
pseudogene, que contém varias mutagdes deletérias que o tornam nao funcionante

(White et al 1986) (Figura 4).
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Figura 4. Localizagdo dos genes CYPZ21, dentro do locus dos genes do complexo principal de
histocompatibilidade humana, no cromossomo 6 (6p21.3). Os numeros identificam as distancias
entre genes em quilopares de bases. Abaixo: Mapa da regido ao redor dos genes da 21-hidroxilase
(CYP21). O pseudogene ¢ identificado como CYP21A1P e o gene ativo CYP21A2. C4A e C4B,
genes do quarto componente do complemento sérico (fator C4). RP1, gene de uma proteina quinase
nuclear; RP2, uma cépia truncada deste gene; TNXB, gene da Tenascina-X; TNXA, uma cépia
truncada deste gene. Os genes TNX estdo em fitas cromossémicas opostas e as setas indicam o
sentido da transcricdo. Adaptado de White & Speiser 2000.

Os genes CYP21A2 e CYP21A1P tem 98% de homologia entre as regides
exbnicas e 96% entre as regides intrénicas. Este extremo grau de identidade entre
os nucleotideos favorece o emparelhamento desigual entre os genes homdlogos
durante a meiose, predispondo o aparecimento de mutagbes no gene ativo. Estas
mutagdes incluem deleg¢des, grandes conversdes génicas, as quais consistem de
rearranjos entre grandes segmentos na sequéncia da unidade CYP21 ou
microconversdes e pequenos rearranjos, que sao as mutagdes de ponto (Higashi et
al 1988, Tusie-Luna et al 1990).

Do ponto de vista didatico, Speiser et al (1992) dividiram as mutacdes em trés

grupos de acordo com o comprometimento enzimatico observado em estudos de
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mutagénese e expressao in vitro (Tusié-Luna et al 1990, Higashi et al 1991). O
grupo A, pode também ser subdividido em sub-grupos A1 e A2. O subgrupo A1 inclui
as mutacdes que abolem a atividade enzimatica, tais como delegdes do CYP21A2,
grandes conversdes génicas, IVS2-2A>G, delecdo de 8 nucleotideos (p.G110Efs),
p.Ser170fs (c.511_512insA), exon 6 cluster (p.1236N, p.V237E, p.M239K),
p.Leu307fs (c.923_924insT), p.G291S, p.Q318X, p.R356W, p.R408C e p.G424S. O
subgrupo A2 inclui as mutagdes que conferem < 2% de atividade residual da 210H,
como a mutagao IVS2-13A/C>G (I12 splice). O grupo B é caracterizado pelas
mutagdes p.1172N e p.R426H, que conferem de 3 a 7% de atividade residual
enzimatica. As mutagdes que atribuem mais do que 20% de atividade residual, séo
incluidas no grupo C (Speiser et al 1992, Bachega et al 1998, Finkielstain et al
2011).

O grande numero de pacientes com HAC permite correlacionar os diferentes
gendtipos com as formas clinicas; em geral, os pacientes homozigotos para as
mutacdes do grupo A (gendtipos A1/A1, A1/A2 ou A2/A2) apresentam fendtipo da
forma classica perdedora de sal, homozigotos para as mutagdes do grupo B
(gendtipo B/B) ou ainda em heterozigose composta com as do grupo A (gendtipo
A/B) manifestam a forma classica virilizante simples. Individuos homozigotos para
mutagdes do grupo C ou em heterozigose composta com as mutag¢des do grupo A
ou B, exibem fendtipo da forma nao classica (Speiser et al 1992, Bachega et al
2004).

A literatura tem descrito uma forte correlagao entre o genétipo da 210H com a
severidade da forma clinica e com os valores hormonais ao diagnéstico da 170HP e

de andrégenos (Bachega et al 1998, Paulino et al 1999, Witchel et al 2000, Torres et
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al 2003, Costa Barbosa et al 2010). Entretanto, ndo se observa esta mesma
correlagdo do gendtipo com a intensidade de virilizagdo da genitalia externa em
meninas com a forma classica. Meninas carreando o genétipo do grupo A tendem a
ter um grau de virilizagdo genital maior do que as carreando o do grupo B; porém,
existe uma grande sobreposicdo deste grau de virilizagdo genital entre os dois
grupos (Giwercman et al 2002, Rocha et al 2008).

Contudo, os fatores que podem influenciar a intensidade da virilizagao genital
ainda nao estdo esclarecidos; por isso, torna-se importante a analise de
mecanismos que poderiam explicar estas diferengas fenotipicas, as quais ajudarao
no melhor entendimento da fisiopatologia da HAC 210H.

Na literatura, apenas trés estudos avaliaram de forma detalhada a
variabilidade fenotipica da genitalia externa em meninas com a forma classica e
sugeriram que variantes genéticas, nao relacionadas ao lécus CYP21, poderiam
estar modulando o fenétipo (Giwercman et al 2002, Rocha et al 2008, Welzel et al
2010). Hipotetizamos que variantes em genes relacionados ao metabolismo ou agao
periférica androgénica poderiam modular o fenétipo genital de meninas com HAC no

periodo fetal.
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1.3 Genes Relacionados com a Metabolizagao Androgénica Fetal

1.3.1 CYP3A7

A familia CYP3A representa mais de 50% de todos os citocromos expressos
no figado e sdo clinicamente importantes, tanto para o metabolismo da maioria dos
farmacos conhecidos, como para manter a homeostase das concentracbes
circulantes de esterdides, incluindo os andrégenos (Lamba et al 2002).

A familia CYP3A é composta por quatro genes funcionais: CYP3A7, CYP3A4,
CYP3A5, CYP3A43 e por trés pseudogenes adjacentes: CYP3AP1, CYP3AP2 e

CYP3AP3 (Figura 5).

CYP2A42 cyrarP: CYP3A4 cvyriar2 CYP3AT cyrmiaps CYPIAS

Cromossomo 7

Figura 5. O /6cus da familia CYP3A localizado no cromossomo 7 (7921-922.1), contém quatro genes
funcionais: CYP3A7, CYP3A4, CYP3A5 e CYP3A43 e trés pseudogenes: CYP3AP1, CYP3AP2 e
CYP3AP3. As flechas indicam o sentido da transcricdo. Adaptado de Lamba et al 2002.

A expressao das enzimas CYP3As (CYP3A4, CYP3A5 e CYP3A7) é regulada
de maneira diferente durante o desenvolvimento, pré e pés-natal. O gene CYP3A4
embora represente 30 a 50% do conteudo hepatico dos CYPs em adultos, na vida
fetal possui uma expressdo muito baixa, bem como a do gene CYP3A43. O gene

CYP3AS inicia a expressao na vida fetal e continua na vida adulta. Para este gene
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foi descrita uma variante alélica frequente no intron 3 (alelo CYP3A5*3), que resulta
na auséncia da proteina.

O gene CYP3A7 é o CYP mais expresso no figado fetal (> 90%), e a sua
expressao comega com 50 a 60 dias de gestacdo, coincidindo com o periodo de
formagao genital, e continua por até 6 meses de idade pds-natal (Leeder et al 2005,
Rodriguez-Antona et al 2005a).

O CYP3A7 tem um importante papel na metabolizacdo de esterdides adrenais
e gonadais, tal como a deidroepiandrosterona (DHEA), seu sulfato (DHEAS) e a
testosterona (T). Este citocromo cataliza a reacdo de 16a-hidroxilacdo da DHEA e
DHEAS, tornando-os menos ativos e mais faceis de serem eliminados da circulagao
sanguinea.

Recentemente, foi descrita a expressdao do gene CYP3A7 em figado e
intestino em adultos, esta expressao tardia foi associada ao alelo CYP3A7*1C (Burk
et al 2002). Este alelo tem uma substituicdo de 60 pares de bases (pb) na regiao
promotora, resultado de transferéncia da sequéncia do gene CYP3A4. Estudos
demonstraram que este alelo em individuos normais ou com doencga
hiperandrogénica, como a Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP), associa-se com
uma reducao de até 50% nas concentragbes séricas de DHEAS e de testosterona
total (Smit et al 2005, Goodarzi et al 2008a).

Destacamos também o alelo CYP3A7*2, que possui a substituicdo Treonina
pela Arginina na posicdo 409 do exon 11 e € associado a maior capacidade de
hidroxilagdo da DHEA em relagdo ao alelo selvagem (Rodriguez-Antona et al

2005a).
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O alelo CYP3A7*2 esta em desequilibrio de ligagdo com uma variante
encontrada no intron 1 do pseudogene CYP3AP1, que confere um splicing
alternativo, incorporando dois exons do pseudogene para o gene ativo CYP3A7,
resultando na proteina CYP3A7.1L. Apesar da adicao dos dois exons causar um
frame shift, a nova enzima continua sendo funcional, porém confere mudangas no
padrao de hidroxilagdo da DHEA (Rodriguez-Antona et al 2005b). A frequéncia da
variante CYP3A7*2, assim como da proteina CYP3A7.1L, diferem entre as
populagdes, sendo encontradas em 7% dos caucasianos e em 60% dos africanos
(Rodriguez-Antona et al 2005b).

A expressao e a atividade catalitica dos genes CYP3As sao muito variaveis
entre os individuos, que pode ser atribuida a presenca de polimorfismos em seus
fatores de transcricdo. Os principais fatores de transcrigdo responsaveis pela
expressao do gene CYP3A7 na vida fetal sdo o PXR (NR1/12) e o CAR (NR1I3)

(Vyhlidal et al 2008).

1.3.2 Receptores nucleares

A super-familia de receptores nucleares regula a expressdao de genes
envolvidos no metabolismo, diferenciacéo, proliferacdo e reproducdo em resposta a
moléculas lipofilicas, como os hormdnios esterdides (Vyhlidal et al 2006).

Os receptores nucleares apresentam uma estrutura comum: um dominio
conservado de ligagdo ao DNA amino-terminal (DBD) e um dominio de ligagdo ao

ligante carboxi-terminal (LBD).
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A ativacao do PXR e CAR se inicia no citoplasma. Apds a exposi¢ao ao seu
ligante, formam um heterodimero com o receptor de acido retindico (RXR) e o
complexo passa para o nucleo ligando-se a elementos de resposta de receptores
nucleares na regidao promotora de genes alvos (Pascussi et al 1999) (Figura 6).

Vyhlidal et al (2006) observaram uma correlacéo da expressao dos receptores
nucleares PXR e CAR com a do gene CYP3A7 em figado fetal, sugerindo que parte
da variabilidade interindividual na atividade do CYP3A possa ser influenciada por

uma variabilidade na expressao dos receptores nucleares.

o >

PXR XREM/CYP3A

s
N -

Figura 6. Mecanismo de acido dos receptores nucleares PXR e CAR. Com o aumento dos
andrégenos na circulagdo sanguinea , os receptores se ligam aos hormdnios e entram no nucleo,
formando um heterodimero com o receptor nuclear RXR, ligando-se a regido promotora XREM do
gene CYP3A7. A enzima CYP3A7 metaboliza os horménios, transformando-os em uma forma mais
facil de serem eliminados da circulagdo sanguinea.
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1.3.2.1 Receptor Pregnano X

O gene receptor pregnano X (PXR), também conhecido como NR1/2, esta
localizado no cromossomo 3 (3q12-13.3). Este gene consiste de 9 exons, sendo os
exons 2 - 9 codificados (Zhang et al 2008).

Hustert et al (2001) identificaram 28 variantes no gene PXR, das quais seis
eram missense e foram avaliadas in vitro para a indugdo da transativacido do
promotor do gene CYP3A4. As variantes localizadas na regido DBD (E18K, P27S e
G36R) nao alteraram a indugdo; mas as variantes localizadas perto ou na regiao
LBD (D163G, A370T e A370T) tiveram um efeito dramatico na atividade de

transativacao do promotor do CYP3A4.

1.3.2.2 Receptor Androstano Constitutivo

O gene receptor androstano constitutivo (CAR), também conhecido como
NR113, esta localizado no cromossomo 1 (1g23.3). Este gene consiste de 9 exons,
com os exons 2 - 9 sendo codificados.

Ao contrario do gene PXR, que é amplamente estudado pela literatura, o gene
CAR foi re-sequenciado apenas na populagdo japonesa. lkeda et al (2005)
encontraram 26 variantes alélicas e quatro delas foram alteragdes missense, as
quais foram selecionadas para estudos funcionais com o promotor do gene CYP3A4.
Este estudo mostrou que as variantes H246R e L308P conferiram uma redugédo na

transativagdo do gene alvo, sugerindo que estas modifiquem a transativagdo dos
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CYP3As. Por outro lado, as outras duas variantes V133G e N323S nao
apresentaram alteragbes na capacidade de transativacdo em relacdo ao alelo

selvagem (lkeda et al 2005).

1.4 Genes relacionados a biossintese androgénica

1.4.1 P450 Oxido-Redutase

O citocromo P450 oxido-redutase (POR) é uma flavoproteina doadora de
elétrons necessaria para a atividade de todos as enzimas microssomais P450 tipo Il.
O gene POR contém 15 exons e esta localizado no cromossomo 7 (7q11.2).

A estrutura protéica do citocromo P450 6xido-redutase possui dois dominios
distintos aceptores de elétrons, o dominio flavina adenina dinucleotideo (FAD) e
flavina mononucleotideo (FMN), que transferem elétrons do NADPH para os

citocromos P450 tipo Il (Miller 2005) (Figura 7).
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Figura 7. Representagédo esquematica da relagdo do POR com os citocromos P450 tipo Il. Elétrons
do NADPH reduzido passam para o dominio FAD, o POR muda sua estrutura conformacional e
transfere os elétrons para o dominio FMN. O POR liga-se aos citocromos P450 tipo Il por interagdes
eletrostaticas e transfere os elétrons do dominio FMN para o grupo de ferro heme do P450,
permitindo sua atividade catalitica. FAD: flavina adenina dinucleotideo, FMN: flavina
mononucleotideo, NADPH: fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo, POR: P450 o&xido-
redutase.

O POR transfere elétrons para trés enzimas P450 tipo Il da esteroidogénese:
P450c17 (17a-hidroxilase/17,20 liase), P450c21 (21-hidroxilase) e P450aro
(aromatase). Individuos com deficiéncia do POR tem um espectro de doencas
esteroidogénicas, variando desde a presencga de genitdlia ambigua e malformacéao
0ssea na infancia a Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) em mulheres adultas
(Huang et al 2008).

A literatura tem descrito muitas variantes no gene POR e foi demonstrado in
vitro que algumas destas podem aumentar ou reduzir a eficiéncia catalitica das
enzimas P450 tipo Il (Huang et al 2008). A variante mais comum do POR é a A503V,
encontrada em 26% dos alelos em caucasianos. A A503V POR reduz a atividade
catalitica da P450c17 em até 60%, diminuindo a sintese androgénica (Huang et al

2008).

Tese de Doutorado: Laura Cesar Kaupert



37

1.4.2. 17B-hidroxiesteréide-desidrogenase Tipo 5

O grupo das enzimas 17B-hidroxiesterdide-desidrogenase (17BHSD)
catalisam a redugao do 17-keto (inativam) e/ou a oxidagédo do 17f3-hidroxiesteréides
(ativam), tendo assim um importante papel no controle dos esterdides sexuais
ativos, como a testosterona, diidrotestosterona (DHT), 5-androstenediol e estradiol
nos tecidos alvos (Luu-The et al 2001).

As isoformas tipo 3 e 5 catalisam a formagao de andrégenos, convertem a 4-
androstenediona em testosterona. A tipo 3 € expressa no tecido testicular e a sua
deficiéncia em meninos causa disturbio do desenvolvimento sexual (DDS) 46,XY,
caracterizado por ambiguidade genital. Entretanto, em mulheres esta deficiéncia é
assintomatica (Mendonca et al 1999).

Nas adrenais, ovarios e tecidos periféricos, a sintese androgénica é
catalisada pela isoforma tipo 5. Portanto, esta enzima é a principal responsavel pela
producao de andrégenos em mulheres (Luu-The et al 2001).

O gene HSD17B5 esta localizado no cromossomo 10 (10p 14.15), e possui 9
exons. Recentemente foi identificada uma variante na posi¢cdo -71 da regiao
promotora, que aumenta a ligagdo a fatores de transcricdo, consequentemente
aumenta também a expressao génica e da atividade catalitica. A variante -71G foi
observada em 34% dos alelos em caucasianos e tem sido associada ao aumento da

testosterona plasmatica em até 20% em mulheres com SOP (Qin et al 2006).
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1.5 Genes relacionados a acao periférica androgénica

1.5.1 Enzima 5a-Redutase

A enzima 5a-redutase possui duas isoformas, tipo 1 e 2. O gene da isoforma
tipo 1 € o SRD5A1, localizado no cromossomo 5 (5p15.5) e o gene da isoforma tipo
2 € 0 SRD5A2, localizado no cromossomo 2 (2p23). Ambas convertem de maneira
irreversivel a testosterona em um substrato mais ativo, a diidrotestosterona (DHT)
(Andersson et al 2001). A DHT é o andréogeno mais potente presente na circulagao,
tendo uma afinidade maior pelo receptor androgénico e aumentando em até 10
vezes a atividade de transativagdo em relacdo a da testosterona (Andersson et al
2001).

A isoenzima tipo 2 é predominantemente expressa nos tecidos reprodutivos
masculinos, incluindo a vesicula seminal, epididimo e préstata e a isoenzima tipo 1 é
expressa em tecidos nao reprodutivos, como o figado e pele (Cheon 2011).

Dentre as variantes missense ja descritas no gene SRD5A2, que alteram a
atividade catalitica da enzima, existem dois polimorfismos no exon 1, a substituicao
da valina no coédon 89 pela leucina (V89L) e a substituicdo da alanina no codon 49
pela treonina (A49T). A variante mais frequente, em 30% dos alelos em
caucasianos, € a V89L e Makridakis et al (1997) observaram in vitro que esta causa
uma redugcdo em 30% da atividade enzimatica. A frequéncia da variante A49T é
mais rara em todas as etnias, aproximadamente em 2% dos alelos, e aumenta em 5
vezes a atividade catalitica na conversao da testosterona para DHT.

Apesar da literatura ndo ser concisa, as duas variantes sao associadas com

doencas hiperandrogénicas; a variante V89L é associada com a diminui¢do do risco
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de cancer de prostata e SOP e com maior prevaléncia de hipospadia. A variante
A49T é associada a um pior prognostico para o cancer de prostata (Makridakis et al

1997, Thai et al 2005, Goodarzi et al 2006, Li et al 2003).

1.5.2 Receptor Androgénico

Os androégenos tem a sua acdao mediada através do receptor androgénico
(RA), a DHT e em menor extensdao a testosterona ligam-se ao receptor no
citoplasma celular e o complexo migra para o nucleo para transativar genes alvos
(Figura 8). Esta agao androgénica é tecido especifica, sendo o RA expresso em
diversos tecidos, inclusive na pele genital (Gelmann 2002).

O gene RA esta localizado no cromossomo X (Xg11-12) e contém 8 exons. O
primeiro exon codifica 0 dominio amino-terminal (NTD), regido responsavel pela
regulacao transcricional da proteina. Os exons 2 e 3 codificam o dominio de ligagao

ao DNA (DBD) e os exons 4 a 8 codificam a regiao carboxi-terminal (LBD).
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Figura 8. Mecanismo de agado dos andrégenos. A testosterona (T) e a dihidrotestosterona (DHT),
apos a catalise pela enzima 5a-redutase tipos 1 e 2, ligam-se ao receptor androgénico (RA) para
transativar genes alvos no nucleo celular.

O gene do RA possui um trato polimérfico no exon 1, repeticbes de glutamina
(nCAG), variando na populagéo normal de 11 a 31 repeticbes, sendo que 90% das
mulheres sao heterozigotas para este numero de repeticdes (Kaupert et al 2010).
Estudos in vitro identificaram que a atividade de transativagdo do RA possui
correlagao inversa com o numero de repeticdes CAG (Chamberlain et al 1994, Tut et
al 1997), consequentemente causa ganho ou diminui¢ao de fungao.

O trato polimérfico CAG tem sido associado com o desenvolvimento de
diferentes doencas andrégeno-dependentes. Um numero maior do que 40
repeticbes causa diminuida atividade androgénica e correlaciona-se com o
desenvolvimento de doenca neurodegenerativa, a atrofia muscular espinhal-bulbar
(La Spada et al 1997). Adicionalmente, alelos curtos (< 18 repeticbes CAG) com
ganho de funcédo, estdo associados com pubarca precoce idiopatica, SOP e com
maior agressividade do cancer de préstata e mama (Ibanez et al 2003, Kuasne et al

2010, Schiring et al 2012).

Tese de Doutorado: Laura Cesar Kaupert



41

2. JUSTIFICATIVA
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Meninas portadoras da forma classica e carreadoras de mutagcées no gene
CYP21A2 que predizem semelhante comprometimento da atividade enzimatica
apresentam grande variabilidade na virilizacdo pré-natal da genitalia externa. A
literatura sugere que diferengas inter-individuais na sensibilidade periférica dos
tecidos aos andrégenos e/ou no seu metabolismo poderiam ser responsaveis por
esta diversidade fenotipica.

Entretanto, sabe-se que as diferengas inter-individuais na sensibilidade aos
andrégenos pode ser mediada por variantes alélicas em genes relacionados a
sintese, metabolismo e/ou acdo androgénica. Recentes evidéncias demonstraram
que polimorfismos nos genes CYP3A7, PXR, CAR, POR, HSD17B5, SRD5A1,
SRD5A2 e RA influenciam o fenoétipo de diversas doengas androgeno-dependentes.
Os dados expostos nos sugerem que variantes nos genes supracitados poderiam
modular o fendtipo da forma classica. Até o momento, apenas dois estudos
avaliaram o efeito de variantes do RA no fendtipo genital de pacientes com HAC
210H e apresentaram resultados controversos; para a analise da influéncia dos
demais genes ainda nao existe trabalho na literatura. A identificacdo destas
variantes pode contribuir para uma otimizacao individual da terapéutica na forma

classica.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar se fatores genéticos influenciam a variabilidade da virilizagdo genital

em mulheres com a forma classica da hiperplasia adrenal congénita.

3.2 Objetivos Especificos

Correlacionar o grau de virilizagdo genital de mulheres com a forma classica
da hiperplasia adrenal congénita com o comprometimento enzimatico predito pelo
genotipo do gene da 21-hidroxilase e com a presenca de variantes em genes

envolvidos:

- no metabolismo hepatico de androgenos na vida fetal (gene do citocromo

P450 3A7 e de seus fatores de transcricdo, CAR e PXR),

- na sintese de andrégenos (gene da enzima 17B-hidroxiesterdide

desidrogenase tipo 5 e do citocromo P450 éxido-redutase),

- na agao periférica de andrégenos (gene da enzima 5a-redutase tipos 1 e 2 e

do receptor de andrégenos).

Avaliar se diferengas na expressao tecidual local dos genes SRD5AT,
SRD5A2, HSD17B5 e RA se correlacionam com a intensidade da virilizagao genital

em mulheres com a forma classica da Hiperplasia Adrenal Congénita.
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4. CASUISTICA
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Este projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo, Protocolo de Pesquisa n> 0149/08.

Selecionamos 187 mulheres com a forma classica da hiperplasia adrenal
congénita. O estudo foi realizado com uma casuistica multicéntrica, 117 pacientes
estdo em seguimento clinico na Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento da
Disciplina de Endocrinologia do Hospital das Clinicas de Sdo Paulo (HCFMUSP), 52
na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), 13 na Irmandade da Santa
Casa da Misericérdia de Sao Paulo (ISCMSP) e 5 no Hospital das Clinicas de

Ribeirao Preto (HCFMRP).

Todas as pacientes apresentaram ambiguidade genital ao nascimento, que
foram quantificadas pelo Prader score (I a V) (Prader 1954). Os dados do Prader
score foram obtidos por analise retrospectiva da descricido da genitdlia nos
prontuarios. Uma paciente apresentou Prader |, 26 pacientes Prader Il, 94 pacientes
Prader lll, 55 pacientes Prader IV e 11 pacientes Prader V.

As pacientes com a forma perdedora de sal, além do quadro de virilizagao,
apresentaram histéria de crise de perda de sal, caracterizada por desidratagao
acompanhada de hiponatremia e hipercalemia nas primeiras semanas de vida.

Noventa e oito pacientes apresentaram a forma perdedora de sal e 75 a
forma virilizante simples, em 14 nao foi possivel diferenciar a forma perdedora de sal
da virilizante simples devido a instituicao precoce da terapia de reposicao hormonal.
Todas as pacientes tiveram o diagndstico de forma classica confirmado através da

dosagem da 170H-progesterona sérica = 20 ng/mL e/ou apds diagndstico molecular
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(Bachega et al 2004). Os dados clinicos, hormonais e moleculares das pacientes
apresentam-se descritos na Tabela 1.

Para o diagndstico molecular de forma classica da hiperplasia adrenal
congénita, em estudos anteriores, foram coletadas amostras de DNA gendmico de
sangue periférico das pacientes e de pelo menos um dos pais para o estudo de
segregacao das mutagdes. As técnicas utilizadas nestes trabalhos foram: Southern
blott ou MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) para a detecgao de
grandes rearranjos génicos e PCR alelo-especifico e/ou sequenciamento para a
identificacdo das mutagdes de ponto (Bachega et al 1998 e 1999, Paulino et al
1999, Torres et al 2003).

De acordo com o comprometimento da atividade da 21-hidroxilase predita
pelas mutagcdes no gene CYP21A2, as pacientes foram divididas em dois grupos, A
e B, (Tusié-Luna et al 1990, Higashi et al 1991, Speiser et al 1992). No grupo
genotipico A (n= 122), as pacientes carreavam, em ambos os alelos, mutagdes que
predizem total ou quase total comprometimento da atividade enzimatica (< 2%). Este
grupo inclui as seguintes mutagdes: delegdes CYP21A2, grandes rearranjos génicos,
IVS2-13A/C>G (12 splice), IVS2-2A>G, delecdo 8 bp (p.G110Efs), p.Ser170fs
(c.511_512insA), exon 6 cluster (p.I236N, p.V237E, p.M239K), p.Leu307fs
(€.923_924insT), p.G291S, p.Q318X, p.R356W, p.R408C e p.G424S.

No grupo genotipico B (n= 58), as pacientes carreavam mutag¢des que
predizem atividade enzimatica residual de 3-7%, em homozigose ou em
heterozigose composta com as do grupo A. As mutagdes do grupo B sao p.I172N e

p.R426H. Nas 7 pacientes remanescentes o gendtipo 210H nao foi disponivel.
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Durante o desenvolvimento desta pesquisa, 12 mulheres com forma
classica, da casuistica do Hospital das Clinicas de Sao Paulo, foram submetidas a
genitoplastia corretiva. Amostras de pele genital foram coletadas para estudo de
expressao génica. Os dados clinicos e moleculares destas pacientes estdo descritos

na Tabela 2.
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5. METODOS
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Este trabalho foi integralmente desenvolvido no Laboratério de Horménios e
Genética Molecular LIM/42 da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo.

5.1 Dosagens Hormonais

As concentragbes séricas hormonais ao diagnostico foram determinadas
pelos seguintes métodos: 170HP por radioimunoensaio, testosterona por ensaio
imunofluorimétrico e a androstenediona pelo ensaio quimioluminescente. Os

coeficientes de variagao intra- e inter-ensaio foram menores do que 15%.

5.2 Estudo Molecular

O DNA genbmico foi previamente extraido de leucécitos periféricos pela

técnica salting-out ou fenol.

5.3 Amplificagao do DNA pela Reagao em Cadeia da Polimerase

Foram realizadas reagdes em cadeia da polimerase (PCR) para amplificar
sequéncias de interesse do DNA gendmico. Para cada reagdo de PCR utilizamos
100-200 ng de DNA gendémico, 200 yM de desoxinucleotideos (dNTPs), 1,5 unidade

da enzima GoTaq DNA Polimerase (Promega Corporation, USA), 25 pmoL de cada
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um dos pares de primer, 5x Green GoTaq Reaction buffer contendo 7,5 mM de
Magnésio (Promega Corporation, USA) e agua milique para completar um volume
final de 50 pL.

O programa das PCRs seguiram o protocolo: temperatura alta inicial de 94-
97°C por 5 minutos para desnaturar as fitas complementares, seguida por 35 ciclos
de 96°C por 2 minutos, a temperatura de anneling variou de 51 a 62°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto e uma extensao final das fitas a 72°C por 30 minutos. O
termociclador utilizado foi o Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
com TAE 1% em cuba de eletroforese horizontal (Gibco BRL, Life Technologies Inc.
Gaithersburg, MD, USA). A separacao eletroforética foi realizada por 40 minutos a
85 Volts (~ 60mA), utilizando a fonte Model 250 (Gibco BRL, Life Technologies Inc.
Gaithersburg, MD, USA).

Cinco microlitros dos produtos da PCR e 0,5 ug do marcador de peso
molecular ®X174/Hae Ill (Invitrogen, Life Technology, Gaithersburg, MD, USA),
usado como referéncia, foram carregados no gel de agarose. As bandas foram
coradas com brometo de etideo (0,5 mg/mL) (Invitrogen, Life Technology,
Gaithersburg, MD, USA), visualizadas em luz ultravioleta (UV) e fotodocumentadas
em sistema de captura de imagem Ultra Cam Digital Imaging A650 (Ultra Lum, Inc.

Claremont, CA, USA).
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5.3.1 CYP3A7

O protocolo de amplificacdo da regidao promotora proximal e do exon 1 foi
adaptado de Burk et al (2002), do exon 1 do pseudogene (CYP3AP1) de Rodriguez-
Antona et al (2005b) e das regides que flanqueiam os exons de 2 a 12 de Du et al
(2007). Para o exon 13, os primers foram confeccionados no programa Primer 3. Os
pares de primers e as temperaturas de annealing utilizados para a amplificacdo de
cada regido exdénica e o tamanho dos fragmentos amplificados estdo descritos na

Tabela 3.

5.3.2 Receptor Pregnano X

As regides que flanqueiam os oito exons codificadores (menos o exon 1 que
nao € traduzido em proteina) do gene PXR foram amplificadas com primers
especificos, cujas sequéncias foram retiradas de protocolos publicados na literatura
(Hustert et al 2001). Os pares de primers e as temperaturas de annealing para a

amplificacdo de cada regidao exbnica estao descritas na Tabela 4.

5.3.3 Receptor Androstano Constitutivo

Os pares de primers, flanqueando os exons de 1 a 9, foram desenhados com

0 programa Primer3. Para cada reagao de amplificacdo realizamos uma PCR com
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gradiente para se determinar a temperatura de annealing ideal, iniciando a partir da
temperatura de melting. Os pares de primers e as temperaturas de annealing para

cada reacgao estao descritas na Tabela 5.

5.3.4 P450 Oxido-Redutase

O exon 12 do gene POR (regidao que contém a variante A503V) foi amplificado
pela PCR com primers especificos que flanqueiam os exons 12 e 13, conforme
previamente publicado (Huang et al 2008). O par de primer e a temperatura de

annealing para a amplificagdo da regiao estao descritas na Tabela 6.

5.3.5. 17-Hidroxiesteroide Desidrogenase Tipo 5

A regido promotora do gene HSD17B5 (regido que contém a variante
-71G) foi amplificada pela PCR, com primers confeccionados no programa Primer 3.
O par de primer e a temperatura de annealing para a amplificagdo da regido estao

descritas na Tabela 6.
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5.3.6 Enzima 5a-redutase Tipo 2

O exon 1 do gene SRD5A2, que contém as variantes missense V89L e A49T,
foi amplificado com adaptagao de protocolo previamente descrito por Li et al (2003).

As condicdes das PCR estao descritas na Tabela 6.

5.3.7 Receptor Androgénico

Para amplificar a regidao de repeticdes CAG do exon 1 do gene RA foi utilizada

adaptacao do protocolo descrito por Lubahn et al (1988) (Tabela 6).

5.4 Estudo por Sequenciamento de DNA

Para o rastreamento de variantes nos genes CYP3A7, PXR, CAR, POR,
HSD17B5 e SRD5A2 (para confirmar os resultados obtidos no PCR-RFLP)
realizamos reagdes de sequenciamento a partir dos produtos de PCR. Os produtos
de PCR foram purificados através de pré-tratamento enzimatico com 2 uL de
ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland, OH, USA), para cada 50 ng de massa de
DNA, conforme instru¢gdées do fabricante. Em seguida o produto de PCR purificado
foi submetido a reacdo de sequenciamento utilizando o Kit ABI Prism BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

com 5 pmoL dos mesmos primers utilizados para as reagdes de PCR (Tabelas 3 - 6).
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Para o ensaio de sequenciamento foi utilizado o termociclador Veriti 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) seguindo o protocolo
com 25 ciclos de: 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4
minutos.

Os produtos foram submetidos a eletroforese capilar em sequenciador
automatico de DNA e os eletroferogramas foram analisados através do software ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Byosystems, Foster City, CA, USA). Os
resultados obtidos foram comparados com as respectivas sequéncias selvagens
obtidas do Gene Bank, Ensembl ID: CYP3A7 (ENSG00000160870), PXR
(ENSG00000144852), CAR (ENSG00000143257), POR (ENSG00000127948),

HSD17B5 (ENSG00000196139), SRD5A2 (ENSG00000049319).

5.5 Estudo por PCR-RFLP

As variantes V89L e A49T do gene SRD5A2 foram identificadas através de
ensaios de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) conforme
protocolo adaptado de Li et al (2003).

Os ensaios de digestdo enzimatica para a pesquisa do alelo V89L foram
realizados com 10 yL de produto de PCR, 1,5 unidade da enzima Rsal (GT//AC), 0,2
ML de BSA, 2,0 uL de tampéao e agua milique para completar um volume final de 20
ML. A reacao ficou em banho-maria a 37°C durante 4 horas. A enzima de restrigao
reconhece o alelo selvagem, ou seja, quando presente o alelo V, o fragmento com

124 pb é dividido em fragmentos com 89 pb e 35 pb, visualizados em gel de agarose

Tese de Doutorado: Laura Cesar Kaupert



56

3%. Na presenca de homozigose para o alelo L observa-se apenas o fragmento com
124 pb e na presenca de heterozigose os fragmentos com 124, 89 e 35 pb (Figura

9).

124 pb
89 bb

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo, dos produtos de
digestdo enzimatica (enzima Rsal) para rastreamento do alelo V89L SRD5A2. 1: amostra de produto
de PCR nao digerido (124 pb), 2: heterozigoto, observa-se as bandas com 124 e 89 pb, a banda de
35 pb nao é visualizada, 3: homozigoto selvagem, observa-se uma unica banda com 89 pb, 4:
homozigoto variante, observa-se uma Unica banda com 124 pb, 5-7: homozigoto selvagem. O
marcador de peso molecular ®X174/Hae Il foi usado como referéncia.

O alelo A49T foi pesquisado pela digestdo de 10 yL de produto de PCR com
1,5U da enzima Mwol (GCNNNNN//NNGC), 0,2 yL de BSA, 2,0 yL de tampéo e
agua milique para completar volume final de 20 yL. A reagéao ficou em banho-maria
a 60°C durante 6 horas. A enzima reconhece o alelo selvagem, ou seja, quando o
alelo A esta presente, o fragmento de 122 pb é dividido em fragmentos com 89 pb e
33 pb, visto em gel de agarose 3%. Para monitorar o tamanho dos fragmentos
gerados pela digestdo enzimatica foi usado o marcador de peso molecular

®X174/Haelll (Invitrogen, Life Technology, Gaithersburg, MD, USA). Na presenca de
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homozigose para o alelo T apenas se observa o fragmento com 122 pb e na
presenca de heterozigose os fragmentos com 122, 89 e 33 pb.

Os resultados obtidos pelo método de PCR-RFLP, de pacientes que
carrearam as variantes em heterozigose ou em homozigose, foram confirmados por

sequenciamento direto a partir do produto da PCR.

5.6 Analise de Fragmentos pelo Método GeneScan

Para o estudo do numero de repeticoes CAG do gene do receptor
androgénico, 2 uL de produto da PCR foram misturados a 24 uL de formamida HIDI
e 1 yL do padrao de peso molecular ROX-500 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Apds desnaturagao por 4 minutos a 94°C e repouso no gelo por 3 minutos, o
material foi submetido a eletroforese capilar no sequenciador automatico ABlI PRISM
Genetic Analyser 310 Automatic DNA Sequencer (Applied Biosystems) e analisado
pelo software GeneScan (Applied Biosystems). O numero de repeticbes CAG
contido em cada fragmento amplificado foi determinado pela equagao da reta
resultante da analise de regressdo de Spearman, padronizada em estudo anterior

(Rocha et al 2008).
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5.7 Estudo Funcional da Expressao Génica Diferencial em Pele Genital

5.7.1 Coleta de Pele Genital

A coleta dos fragmentos de pele genital para o estudo de expresséo génica foi
realizada durante a cirurgia de genitoplastia. Estes fragmentos de pele genital, os
quais normalmente sdo desprezados durante a genitoplastia, foram armazenados
em microtubos estéreis e mantidos até o momento da extracdo do RNA a -80°C em

nitrogénio liquido.

5.7.2 Extracao de RNA

A extragao do RNA total foi realizada pelo método do tiocianato de guanidina-
fenol-cloroférmio (Trizol®). Foram pesados 100 mg do tecido (pele genital) e

homozenizados com 1 mL de Trizol® (Invitrogen Life Technologies).

o Separacéao de fases

Foram adicionados 200 uL de cloroférmio a solugéo, agitados vigorosamente,
mantidos em repouso por 10 min a temperatura ambiente e centrifugados a 12.000
rom por 15 min a 4°C para formacdo de 3 fases da solugcdo, as quais sdo: um

sobrenadante transliicido, uma fase intermediaria leitosa e uma fase inferior rosada,

Tese de Doutorado: Laura Cesar Kaupert



59

contendo respectivamente RNA, DNA e proteinas. Apos, o sobrenadante translucido

foi transferido para um novo microtubo.

o Precipitacdo do RNA

Nesta ultima solugdo, foram adicionados 500 pL de isopropanol,
homogeneizados levemente, mantidos em repouso por 10 min a temperatura
ambiente e centrifugados a 12.000 rpm por 10 min a 4°C. Apds, o sobrenadante foi

desprezado.

o Lavagem do RNA

Foram adicionados 1 mL de etanol 75% (diluido em agua RNAse free) gelado
a -20°C, homogeneizados com a pipeta e centrifugados a 12.000 rpm por 5 min a
4°C para a formacao do pellet.
o Secagem e eluigdo do RNA

O pellet foi mantido a temperatura ambiente para evaporar todo o etanol.
Apods, a amostra de RNA foi eluida em 50 uL de agua RNAse free. O RNA foi

conservado em um refrigerador a -80°C.

5.7.3 Avaliagcao da Qualidade/Quantificagcao do RNA e Sintese do cDNA

A integridade de cada amostra de RNA extraida foi testada pela avaliagdo das
bandas 28S e 18S de RNA ribossémico apos eletroforese em gel de garose a 1%

com 1 uL de RNA total (Figura 10).
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28S
18S

Figura 10. Gel de agarose 1% mostrando a integridade da extracdo de RNA em amostras de pele
genital de 3 pacientes. Visualizagdo das bandas de RNA ribossémico 18 e 28S.

A concentragdo de RNA total das amostras foi medida por leitura em
espectrofotometro UV (BioPhotometer; Eppendorf AG, Hamburg), com absorbancia
de 230, 260 e 280 nm a fim de se avaliar o grau de pureza.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por transcricdo reversa a partir
de 200 ng de RNA total de cada amostra para um volume final de 50 pL, utilizando o
kit Hight Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City CA,
USA), seguindo as instrugdes do fabricante. O ciclo no termociclador foi de 25°C por

10 min seguido de 37°C por 2 horas.
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5.7.4 Quantificagcao da Expressao Génica Diferencial pelo Sistema Tagman

O estudo de expressao génica dos genes alvos HSD17B5, SRD5A1, SRD5A2
e RA e dos genes endogenos foi realizado através da PCR em tempo real pelo
sistema Tagman (Applied Biosystems).

As reacdes foram preparadas em triplicata, em um volume final de 25 L
contendo 12,5 yL de Tagman Universal PCR Master Mix, 1,25 pl de cada ensaio
com primers (Applied Biosystems), 3 uL de cDNA (obtido a partir de 200 ng de RNA
total) e 8,25 yL de agua mili-Q. Foram repetidas as reagdes cujos resultados
apresentaram um coeficiente de variagdo maior do que 2% entre as triplicatas. As
reacdes consistiram em uma incubacéo a 50°C por 2 min, a 95 °C por 10 min e 40
ciclos de: desnaturacao de 95°C por 15 seg, anelamento e extensédo a 60°C por 1

min, no termociclador ABI 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

5.7.5 Selecao dos Genes Endégenos

Para determinar quais genes sdo mais apropriados para o estudo de
expressdo nas amostras de pele genital, foi calculada a estabilidade de expresséo
de 12 genes enddgenos: CYC, GUS, GAPDH, ACTB, B2M, HPRT, YM, TBP, TiR,
PGK1, UBC e HMBS (Tabela 7), utlizando o programa geNorm
(http://medgen.ugent.be/genorm/).

Para cada gene enddgeno o programa determinou a variagao pareada (V) em

relacdo a todos os outros genes avaliados, como o desvio padrdo das razdes de
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expressao transformadas logaritimicamente, e definiu a medida de estabilidade do
gene endogeno (M) como a média da variagado pareada de um gene particular em
relacdo aos demais genes. Genes com menor valor de M tem a expressao mais
estavel (Vandesompele et al 2002).

Recomenda-se 0 uso dos 3 genes enddgenos mais estaveis, e 0s genes que
apresentaram o menor valor de M (maior estabilidade) nas amostras de pele genital
foram: CYC, PGK1 e B2M. A média geométrica dos genes enddgenos escolhidos é

entdo utilizada para a normalizagédo da expressao dos genes alvos.

5.7.6 Quantificagcao Relativa dos Genes Alvos

O método de quantificagédo utilizado foi a quantificagcao relativa (comparagéao
da expressao em numero de vezes), que mede a quantidade do produto alvo em
relagdo a uma amostra de referéncia. O calculo foi feito pela férmula aritmética 2
AACT [(Ct alvo - Ct enddgeno da amostra) - (Ct alvo - Ct endégeno do calibrador)]- Um pool de pele genital de
meninos normais circuncidados foi usado como calibrador. O limiar utilizado para

determinar um aumento ou diminuicdo de expressado foi uma diferenga de duas

vezes para mais ou para menos em relagcao aos valores normais.
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5.7.7 Padronizagao das Curvas de Eficiéncia

Foram feitas diluicbes progressivas das amostras de cDNA com a intengéo de
demonstrar uma diferenca entre as diluicbes de um ciclo (CT). A curva padrao foi
realizada em pogos separados (singleplex). Os pontos da reta foram estabelecidos
pela relacéo do log da quantidade de RNA total da amostra no eixo das abscissas e
o CT da amostra no eixo das ordenadas. O experimento foi validado para os genes
alvos: HSD17B5, SRD5A1, SRD5A2, RA e enddgenos: CYC, PGK1 e B2M uma vez
que o valor da inclinacdo da reta foi préximo de -3,3 e uma relacdo de equacéao da
reta r 20,99. Posteriormente a curva de eficiéncia em cada ponto da reta foi
estabelecida pela relagcéo do log da quantidade de RNA total da amostra no eixo das
abscissas e o ACT da amostra em cada ponto de diluicdo. As curvas foram
adequadas uma vez que a inclinagao da reta ficou entre -0,1 a 0,1; demonstrando
gue os genes alvos e endoégenos tém uma eficiéncia equivalente de amplificacéo e

(2 -AACT)

validando a utilizacdo do método do Ct comparativo para a analise dos

dados.
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5.8 Analise Estatistica

As analises paramétricas foram calculadas por t-test e escritas como média +
desvio padréo (SD). As analises que falharam no teste de normalidade (P< 0,05)
foram calculadas pelo teste nao paramétrico Mann-Whitney rank sum e
demonstradas por mediana e intervalo interquartil (25 — 75), quando a comparagéao
foi feita entre dois grupos. As analises comparando mais de 2 grupos foram feitas
utilizando o teste Kruskal-Wallis One Way.

As variantes em Equilibrio de Hardy-Weinberg e com frequéncia alélica maior
do que 2% foram selecionadas para as analises de correlagdo com o Prader score.
As variantes foram classificadas baseadas no modelo genético de Dominancia.

Regressao linear uni- e multipla foram realizadas para testar a influéncia do
gendtipo da 210H e de cada variante (variaveis independentes) no grau de
virilizagdo genital, usando o Prader score de | a V, como variavel dependente.
Adicionalmente, a mesma analise foi executada em cada gendtipo da 210H, grupo A
e B, separadamente.

A comparacado das frequéncias dos alelos curto e longo do receptor
androgénico entre os grupos de Prader scores foram realizadas pelo teste exato de
Fisher.

A significancia estatistica foi considerada quando P< 0,05.

Todas as analises foram efetuadas usando o software SigmaStat versao 3.5
para Windows (Systat Software Inc., Chicago, IL USA) e os graficos realizados no

MINITAB versao 14 para Windows (Minitab Inc., State College, Pennsylvania, USA).
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6. RESULTADOS
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6.1 Frequéncia das Mutagoes no Gene CYP21A2

As mutacbes de ponto mais frequentes encontradas no gene da 21-
hidroxilase foram IVS2 -13A/C>G (12 splice) em 37,6% dos alelos e p.I1172N em
17,8% dos alelos. Outras mutagbes que resultam em comprometimento total da
atividade enzimatica foram identificadas em 28,9% dos alelos, tais como: p.Q318X,
delecao 8pb (p.G110Efs), exon 6 cluster (p.I1236N, p.V237E, p.M239K), p.Leu307fs
(€.923 924insT), p.G291S, p.R356W, p.R408C, p.G424S e p.Arg483fs. Grandes
rearranjos génicos (LR), como delegcbes do gene CYP21A2 e grandes conversoes,
foram identificados em 11% dos alelos e novas mutagées de ponto em 2,4% dos
alelos (Tabela 8). Apenas 29% das pacientes eram homozigotas para uma mutacgao,

as demais eram heterozigotas compostas.

6.2 Correlagao entre os Genétipos 210H e as Formas Clinicas

Sessenta e cinco porcento das pacientes pertencem ao grupo genotipico
210H A, 31% ao grupo B e em 4% nao foi possivel obter o gendétipo devido a falta de
dados. As 7 pacientes que carreavam mutagdes novas estdo descritas na Tabela 9.

Dentre as pacientes do grupo A, 76,2% apresentaram a forma perdedora de
sal, 15,6% a forma virilizante simples e em 8,2% a diferenciacdo das duas formas
clinicas nao foi possivel devido a instituigao precoce da terapia. No grupo B, 5% das
pacientes apresentaram a forma perdedora de sal e 95% a forma virilizante simples.
Os grupos A e B do gendtipo 210H apresentaram associagéo significativa com as

formas perdedora de sal e virilizante simples, respectivamente (P< 0,001).
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6.3 Correlagcdao entre os Genétipos 210H e as Concentragcoes Basais

Hormonais

As concentragdes basais séricas de 170HP dos grupos genotipicos A e B
foram 160 (89 — 264) ng/mL e 107 (77 — 205) ng/mL, respectivamente (P= 0,174)

(Figura 11).

900 o
800
700
600
500

400

170HP ng/ml

300

200

100

Genétipo A Genétipo B

Figura 11. Boxplot das concentragdes basais de 170HP das pacientes com hiperplasia adrenal
congénita de acordo com o gendétipo 210H, grupos A e B (P= 0,174).

As concentragbes basais de androstenediona das pacientes com os
gendtipos A e B foram 11,8 (6 — 25) ng/mL e 7,0 (4 — 9) ng/mL, respectivamente (P=
0,003) (Figura 12); e de testosterona foram 173 (114 — 418) ng/dL e 92 (59 — 226)

ng/dL, respectivamente (P= 0,013) (Figura 13).
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Figura 12. Boxplot das concentragbes basais de androstenediona de pacientes com hiperplasia
adrenal congénita de acordo com o gendtipo 210H, grupos A e B (P= 0,003).
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Figura 13. Boxplot das concentragdes basais de testosterona das pacientes com hiperplasia adrenal
congénita de acordo com o gendétipo 210H, grupos A e B (P= 0,013).
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6.4 Correlacao do Prader score com os Genédtipos 210H e com as

Concentragoes Basais Hormonais

As mutagdes mais frequentes do gene CYP271A2 e a distribuicdo com o
Prader score estdo demonstradas na Tabela 8.

As pacientes pertencentes ao grupo A apresentaram intensidade maior de
virilizagdo da genitalia externa do que as pacientes com o gendtipo B, Il (Il — 1V) e
[ (11 = 11I), respectivamente (P< 0,001). Entretanto, apesar desta significancia, o grau
de virilizagdo da genitalia externa apresentou uma grande sobreposigdo entre os
dois grupos, variando de Prader score Il a V no grupo A e de | a V no grupo B

(Figura 14).
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Figura 14. Boxplot do grau de virilizagdo da genitalia externa (Prader score | a V) das pacientes com
hiperplasia adrenal congénita de acordo com o gendtipo 210H, grupos A e B (P< 0,001).
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O Prader score também foi avaliado, em uma segunda analise, de acordo
com a gravidade do gendtipo do grupo A: as pacientes foram subdivididas em
genotipos A1/A1 versus A1/A2 e A2/A2, uma vez que o primeiro grupo prediz total
comprometimento da atividade enzimatica enquanto que o segundo atividade
residual de 2%. Nao foram identificadas diferencas na intensidade de virilizagao
genital entre os grupos A1 e A2 (P= 0,862). Por isso, nas analises subsequentes,
todas as pacientes carreando os diferentes genaétipos do grupo A foram avaliadas em
um unico grupo.

Em outra analise, as pacientes foram agrupadas de acordo com o grau de
virilizagdo genital e foram comparadas as concentragdes séricas basais de
testosterona e, interessantemente, diferencas significantes ndo foram encontradas:
Prader | + Il, 139 (102 - 344) ng/dL; Prader lll, 204 (70 - 418) ng/dL; Prader IV, 125

(87 - 380) ng/dL e Prader V 129 (108 - 135) ng/dL (P= 0,914) (Figure 15).

Tese de Doutorado: Laura Cesar Kaupert



71

1600 1
1400 +
1200
1000
800

600

Testosterona ng/dl

400+

200+

——

Prader | + 1l Prader Il Prader IV Prader V

Figura 15. Boxplot das concentracdes basais de testosterona de acordo com o grau de virilizagdo da
genitalia externa (Prader score | a V) nas pacientes com hiperplasia adrenal congénita (P= 0,914).

6.5 CYP3A7

No sequenciamento da regido promotora proximal do gene CYP3A7 em 187
pacientes, foi identificada uma paciente carreando o alelo CYP3A7*1B, 9 pacientes o
alelo CYP3A7*1C, 1 paciente o alelo CYP3A7*1D e 4 pacientes o alelo CYP3A7*1E;
todas as variantes estavam em heterozigose.

O exon 11 foi sequenciado em 160 pacientes, a variante polimorfica (T409R),
alelo CYP3AT7*2 (rs2257401), foi encontrada em 59 pacientes em heterozigose e em
9 pacientes em homozigose, com frequéncia alélica de 24%.

O alelo CYP3A7*2 esteve em desequilibrio de ligagdo com a variante
CYP3A7_39256T—A, localizada no intron 1 do pseudogene CYP3AP1, em 97% dos

casos.

Tese de Doutorado: Laura Cesar Kaupert



72

As outras regides que flanqueiam os exons 1 - 10 e 12 - 13 foram
sequenciadas em 136 pacientes. Nas regides exbnicas foram encontradas 4
variantes: 2 silenciosas (rs45466796, rs113539362) e 2 missense (rs144169200,
rs115246825). Nas regides intrébnicas que flanqueiam os exons foram encontradas 4
variantes (rs45515892, rs45446903, rs41279866, rs45600842) e outras duas novas
substituicbes, as quais nado alteram os sitios conservados de splicing quando
analisadas em sites de predi¢do. Todas as variantes encontradas no gene CYP3A7
e suas respectivas frequéncias alélicas nesta casuistica e na populagcdo caucasiana

estao descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Frequéncia das variantes encontradas no gene CYP3A7 das pacientes com
hiperplasia adrenal congénita e na populagéo caucasiana.

SNP Localizagio Alelo ou NCBI HAC Caucasiano
troca Y Y
(] 0
1 promotor CYP3A7*1B rs3823647 0,5 i
2 promotor CYP3A7*1C rs11568825 2,5 '3
3 promotor CYP3A7*1D rs55798860 0,5 1
4 promotor CYP3AT*1E rs28451617 1 *14
5 exon 4 P87P rs45466796 1 %5
6 exon 7 F203L rs144169200 0,5 %0,1
7 exon 8 1246V rs115246825 0,5 21
8 exon 11 CYP3A7*2 rs2257401 24 °8
9 exon 13 T499T rs113539362 0,5 0,5
10 intron 2 -159T>C rs45515892 3 “13
11 intron 4 -52T>A rs45446903 4 23
12 intron 4 -14G>A rs41279866 7 5
13 intron 6 +73T>C rs45600842 7 226
14 intron 6 +77G>A ND 0,5 ND
15 intron 11 -59T>C ND 0,5 ND

Burk et al 2002', HapMap (Ensembl)’, Rodriguez-Antona et al 2005a°, ND: dado nao
disponivel. A contagem dos nucleotideos se da a partir do primeiro G do AG inicial de cada
exon quando (-) e a partir do primeiro G do GT final de cada exon quando (+). Gene:
ENSG00000160870, Transcrito: ENST00000336374.
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6.6 Receptor Pregnano X

O sequenciamento das regides exbnicas do gene PXR (NR1/2) em 91
pacientes identificou 7 variantes: sendo 4 delas silenciosas (rs12721611,
rs61755051, rs12721600, rs12721612) e 3 missense (rs12721613, rs12721607,
rs35761343). Nas regides intrdnicas que flanqueiam os exons, foram encontradas 3
variantes (rs12721616, rs2276707, rs3732358). As frequéncias alélicas das
variantes encontradas no gene PXR nesta casuistica e na populagdo caucasiana,
bem como os seus efeitos na transativacdo da familia CYP3A estdo descritos na

Tabela 11.

Tabela 11. Frequéncia das variantes do gene PXR em 91 pacientes com hiperplasia adrenal
congénita e na populacdo caucasiana.

SNP Localizagio Troca NCBI HAC Caucasiano Atividade no
7 % CYP3A
0 (1]
16 exon 2 P27S rs12721613 1 0 =
17 exon 2 G36R rs12721607 2 '3 =
18 exon 4 T164T rs12721611 2 %6 ND
19 exon 5 G232G rs61755051 1 1 ND
20 exon 5 G181G rs12721600 1 0,5 ND
21 exon 6 G278G rs12721612 0,5 ‘6 ND
22 exon 8 A370T rs35761343 0,5 '0 0
23 intron 2 -29C>T rs12721616 2 4 ND
24 intron 6 -17C>T rs2276707 20 °15 0
25 3'UTR *15G>A rs3732358 2 210 ND

Hustert et al 2001', HapMap (Ensembl)’, Zhang et al 2008°. (=): a variante ndo muda a
transativacdo do CYP3A, (1): a variante aumenta a transativacdo do CYP3A, ND: dado néao
disponivel. A contagem dos nucleotideos se da a partir do primeiro G do AG inicial de cada exon
quando (-) e a partir do primeiro G do GT final de cada exon quando (+). Gene:
ENSG00000144852, Transcrito: ENST00000393716.
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6.7 Receptor Androstano Constitutivo

O sequenciamento das regides exbnicas do gene CAR (NR1/3) em 91
pacientes identificou a variante silenciosa rs2307424. Nas regides intrbnicas foram
encontradas 8 variantes (rs2307426, rs35709078, rs2502815, rs2307420,
rs2307418, rs35796551, rs141260451) e uma nova, a qual nao alterou o
reconhecimento do sitio conservado de splicing quando analisada em sites de
predicdo. As frequéncias das variantes encontradas no gene CAR nesta casuistica e

na populagao caucasiana estao descritas na Tabela 12.

Tabela 12. Frequéncia das variantes do gene CAR em 91 pacientes com
hiperplasia adrenal congénita e na populagéo caucasiana.

HAC Caucasiano

SNP Localizagao Troca NCBI

% %
26 exon 4 P180P rs2307424 31 29
27 intron 1 +19A>G rs2307426 0,5 1
28 intron 1 -89C>T rs35709078 0,5 2
29 intron 2 -99C>T rs2502815 31 23
30 intron 2 +29C>G rs141260451 0,5 ND
31 intron 4 +41A>G rs2307420 2 0
32 intron 6 -63C>T ND 0,5 ND
33 intron 7 +17A>C rs2307418 13 13
34 upstream G>T rs35796551 1 0,5

HapMap (Ensembl)’, ND: dado ndo disponivel. A contagem dos nucleotideos se
da a partir do primeiro G do AG inicial de cada exon quando (-) e a partir do
primeiro G do GT final de cada exon quando (+). Gene: ENSG00000143257,
Transcrito: ENST00000367979.
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6.8 Correlagao das Variantes dos Genes CYP3A7, PXR e CAR com o Grau de
Virilizagao Genital das Pacientes com HAC 210H

A distribuicdo das variantes nos genes CYP3A7, PXR e CAR, que tiveram
frequéncia maior do que 2%, de acordo com os grupos genotipicos 210H, forma

clinica e Prader score esta descrita na Tabela 13.

Tabela 13. Variantes dos genes CYP3A7, PXR e CAR, com frequéncia
alélica maior do que 2%, distribuidas de acordo com os grupos genotipicos
210H (A e B), forma clinica e com o grau de virilizagdo genital.

SNP Gendétipo Forma Prader
210H clinica score
2 6A 6PS l-v
3B 3Vs [-111
8 48A,1ND 34PS,10VS,5CL -v
16B 16VS -v
10 5A 2PS,3VS H-1v
3B 3VSs [1-111
11 5A 5PS -v
4B 4VS [1-111
12 13A 8PS,5VS I-v
5B 5VS H-1v
13 13A 12PS,1VS I-v
4B 4VS I-v
24 23A 16PS,7VS "-v
9B 9Vs -v
26 34A 22PS,11VS,1CL I-v
16B 1PS,15VS -v
29 31A 25PS,6VS -v
17B 17VS I-v
33 14A 7PS,6VS,1CL I-v
6B 6VS -V

VS: virilizante simples, PS: perdedor de sal, CL: forma classica, ND: dado
ndo disponivel. SNP 2: CYP3A7*1C, SNP 8: CYP3A7*2, SNP 10:
rs455156892, SNP 11: rs45446903, SNP 12: rs41279866, SNP 13:
rs45600842, SNP 24: rs2276707, SNP 26: rs2307424, SNP 29:
rs2502815, SNP 33: rs2307418.
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As anadlises de correlacdo das variantes dos genes CYP3A7, PXR e CAR,
assim como o genoétipo 210H, com o Prader score estao demonstradas com o P, R
e r? na Tabela 14, n3o levando em consideragdo os grupos genotipicos A e B. Estas
analises foram feitas também em cada genétipo 210H, Tabelas 15 e 16.

Apesar da significancia estatistica da associacdo entre o Prader score
(variavel dependente) e o gendtipo da 210H, este ultimo explicou somente 9% da
variabilidade fenotipica (P< 0,001; r?= 0,0967). Nas analises uni-variadas nenhuma
substituicdo dos genes CYP3A7, PXR e CAR apresentaram associagao significante
com o Prader score. No entanto, diversos modelos multi-variados foram testados,
incluindo-se simultaneamente os gendtipos 210H e as variantes dos genes
CYP3A7, PXR e CAR, foi observado que o SNP 26 do gene CAR junto com o
gendtipo 210H justificou 25% da variabilidade do Prader score (P= 0,023; r*= 0,253).

Analisamos o SNP 26 no site de predicdo Human Splicing Finder versao
2.4.1, disponivel em: http://www.umd.be/HSF/ (Desmet et al 2009), e a variante
“‘quebrou” dois sitios de ligacao para ESEs (exonic splicing enhancers) e criou 3
novos sitios para EIEs (exon-identity elements) e 4 para I|IEs (intron-identity
elements), em relagcado ao alelo selvagem. Mostrando que o SNP 26 esta localizado

em um sitio importante de reconhecimento de splicing.
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Tabela 14. Regresséo linear uni-variada do genétipo 210H e dos SNPs
dos genes CYP3A7, PXR e CAR com o Prader score como variavel

dependente.
Variavel
independente R r P
Gendtipo 210H 0,31 0,0967 <0,001
SNP 2 0,01 0,0001 0,877
SNP 8 0,07 0,005 0,389
SNP 10 0,02 0,0005 0,794
SNP 11 0,07 0,005 0,421
SNP 12 0,05 0,002 0,573
SNP 13 0,02 0,0002 0,853
SNP 24 0,07 0,005 0,498
SNP 26 0,09 0,009 0,366
SNP 29 0,08 0,006 0,462
SNP 33 0,06 0,004 0,554

SNP 2: CYP3A7*1C, SNP 8: CYP3A7*2, SNP 10: rs45515892, SNP 11:
rs45446903, SNP 12: rs41279866, SNP 13: rs45600842, SNP 24:
rs2276707, SNP 26: rs2307424, SNP 29: rs2502815, SNP 33: rs2307418.

Tabela 15. Regresséao linear uni-variada dos SNPs do gene CYP3A7 em cada grupo genotipico
210H (A e B), com o Prader score como variavel dependente.

G‘;‘]‘(’)tl'_l” SNP 2 SNP 8 SNP 10 SNP 11 SNP 12 SNP 13
A r“=0,0003 r“=0,001 r“=0,0009 r“=0,0009 r°=0,02 r“=0,01
P=0,844 P=0,727 P=0,778 P=0,778 P=0,163  P=0,332

B r’=0,006 r’=0,03 r“=0,009 r’=0,03 r’= 0,01 r’=0,05
P=0,568 P=0,245 P=0,522 P=0,235 P=0,473 P=0,154

SNP 2: CYP3A7*1C, SNP 8: CYP3A7*2, SNP 10:

rs45515892, SNP 11: rs45446903, SNP 12:

rs41279866, SNP 13: rs45600842.

Tabela 16. Regresséo linear uni-variada dos SNPs dos genes PXR e CAR
em cada grupo genotipico 210H (A e B), com o Prader score como variavel
dependente.

Gez':‘g;'m SNP 24 SNP 26 SNP 29 SNP 33
A r“=0,007 r“=0,003 r“=0,005 r“=0,0009
P=0,510 P=0,690 P=0,588 P=0,813
B r“=0,002 r*=0,04 r“=0,00004 r*=0,01
P=0,818 P=0,278 P=0,973 P=0,542
SNP 24: rs2276707, SNP 26: rs2307424, SNP 29: rs2502815, SNP 33:
rs2307418.
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6.9 P450 Oxido-Redutase

Os exons 12-13 do gene POR foram sequenciados para rastrear a variante
funcional A503V em 172 pacientes e foi identificada em 68 pacientes em

heterozigose e em 9 pacientes em homozigose, com frequéncia alélica de 25%.

6.10. 17-Hidroxiesterdide Desidrogenase Tipo 5

A regidao promotora do gene HSD17B5 foi sequenciada para rastrear a
variante funcional -71G em 159 pacientes e foi identificada em 73 pacientes em
heterozigose e em 16 pacientes em homozigose, com frequéncia alélica de 33%.

Foi identificada a variante polimérfica (rs2518047) em heterozigose em 44
pacientes e em homozigose em 5 pacientes, com frequéncia alélica de 17%.

A delecdo ATTAT/- (rs72550798) foi identificada em apenas duas pacientes

com genotipo A: paciente 65 com Prader IV e paciente 7718 com Prader lll.

6.11 Enzima 5a-Redutase

O exon 1 do gene SRD5A2 foi amplificado para rastrear as variantes
funcionais V89L e A49T em 167 pacientes. A variante V89L SRD5A?Z2 foi identificada
em 68 pacientes em heterozigose e em 17 pacientes em homozigose, com
frequéncia alélica de 31%.

A variante A49T SRD5A2 foi identificada em 4 pacientes em heterozigose,

com frequéncia alélica de 1%, e todas elas apresentaram Prader score lll.
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6.12 Correlagcao das Variantes Funcionais A503V POR, -71G HSD17B5, V89L
SRD5A2 e A49T SRD5A2 com o Grau de Virilizagao Genital

A distribuigdo das variantes funcionais de acordo com o gendtipo 210H,

forma clinica e Prader score esta descrita na Tabela 17.

Tabela 17. Distribuicdo das variantes encontradas nos genes POR, HSD17B5 e SRD5A2 de acordo
com o gendtipo 210H, forma clinica e com o grau de virilizagdo nas pacientes com hiperplasia
adrenal congénita.

. o Genétipo Forma Prader
SNP Variante NCBI n (%) 210H clinica score
35 A503V POR rs1057868 78 (25) 48A 37PS,6VS,5CL -v
30B 4PS,24VS,2CL -1V
36 -71G rs3763676 93 (33) 60A 45PS,10VS,5CL -V
HSD17B5 33B 4PS,25VS,4CL -V
37 -210C rs2518047 49 (17) 31A 28PS,3VS -v
HSD17B5 14B 2PS,12VS -v
38 V89L rs523349 87 (30) 57A 43PS,11VS,3CL l-v
SRD5A2 30B 2PS,25VS,3CL -v
39 A49T rs9282858 4 (1) 2A 1PS,1VS 1
SRD5A2 2B 2VS 1

PS: forma classica perdedora de sal, VS: forma classica virilizante simples, CL: forma classica.

As frequéncias dos SNPs 35, 36 e 38 de acordo com o Prader score

em cada grupo genotipico 210H (A e B) estao representadas nas Figuras 16 e 17.
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OA503V POR
B -71G HSD17B5
H V89L SRD5A2

Prader I+11 Prader 1l Prader IV Prader V

Figura 16. Frequéncias das variantes A503V POR, -71G HSD17B5 e V89L SRD5A2 de acordo com
o Prader score em pacientes com gendtipo 210H do grupo A.

25- OA503V POR
20+ B -71G HSD17B5
154 HV89L SRD5A2

Prader I+11 Prader lll Prader IV Prader V

Figura 17. Frequéncias das variantes A503V POR, -71G HSD17B5 e V89L SRD5A2 de acordo com
o Prader score em pacientes com gendtipo 210H do grupo B.
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6.13 Receptor Androgénico

O numero de repeticdes CAG (nCAG) do receptor androgénico foi avaliado
em 162 pacientes e 83% delas foram heterozigotas. O nCAG apresentou uma

distribuicdo normal nos dois grupos genotipicos 210H, A e B (Figura 18).
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Figura 18. Distribuicdo do niumero de repeticbes CAG do gene receptor androgénico das pacientes
com hiperplasia adrenal congénita de acordo com o genétipo 210H (A e B).

6.13.1 Comparacao do nCAG com o grau de virilizagao genital

A média do numero de repeticobes CAG nao diferiu nas pacientes
carreadoras do gendtipo A entre os diversos grupos de Prader score (P=
0,605) e também nao diferiu nas carreadoras do gendtipo B (P= 0,923),

Figuras 19 e 20.
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Figura 19. Distribuicdo do numero de repeticbes CAG do receptor androgénico de acordo com o
Prader score de pacientes com hiperplasia adrenal congénita carreando gendtipo 210H A (P=0,605).
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Figura 20. Distribuicdo do numero de repeticdes CAG do receptor androgénico de acordo com o
Prader score de pacientes com hiperplasia adrenal congénita carreando genétipo 210H B (P=0,923).
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Foram avaliadas as frequéncias dos alelos curtos (< 18 repeticbes CAG) e longos
(= 26 repeticdes CAG) de acordo com o Prader score nas pacientes com genétipo 210H

A e B e nao foram identificadas diferencas significativas (Tabela 18).

Tabela 18. Frequéncias dos alelos curtos e longos do nCAG do gene receptor androgénico
de acordo com o Prader score nas pacientes com hiperplasia adrenal congénita divididas
nos grupos genotipicos A e B.

Genétipo alelo curto (%) alelo longo (%)
210H (<18 nCAG) (226 nCAG)
1+11 [} v Vv I+l ]| v \'
A 29 23 17 37 0 20 12 25
B 9 19 40 33 18 19 0 0

6.14 Correlagao das Variantes Funcionais A503V POR, -71G HSD17B5, V89L
SRD5A2 e nCAG do RA com o Grau de Virilizagao Genital

A analise das variantes A503V POR, -71G HSD17B5, V89L SRD5A2,
rs2518047, alelos curto e longo do nCAG RA, assim como o gendétipo da 210H, com
o Prader score estdo demonstradas com o P, R e r* na Tabela 19. Estas analises
foram feitas também em cada grupo genotipico 210H, A e B, como demonstrado na
Tabela 20.

Nas analises uni-variadas, além dos gendtipos 210H, que influenciaram o Prader
score (P< 0,001; r’= 0,0967), explicando 9% da variabilidade fenotipica, como ja
mencionado anteriormente, o SNP 37 do gene HSD17B5 (P= 0,01; r’= 0,0419) também
influenciou o Prader score, explicando 4% da variabilidade fenotipica.

Nos modelos de analise multi-variadas, utilizando-se as variaveis genétipo 210H e

os SNPs dos genes POR, HSD17B5, SRD5A2 e RA, o SNP 37 do gene HSD17B5
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manteve associacdo significativa (P= 0,006; r>= 0,144), explicando 14% da variabilidade
do Prader score.

Analisamos o SNP 37 no site de predicdo Genomatix MatInspector, disponivel em:
http://www.genomatix.de/cgi-bin//matinspector_prof (Cartharius et al 2005), a variante
criou um novo sitio de ligacdo ao complexo HOX-PBX, especificamente ao fator de
transcricdo Meis Homeobox 1 (MEIS1: myeloid ecotropic viral integration site 1

homologue), em relagao ao alelo selvagem.

Tabela 19. Regresséo linear uni-variada das variantes encontradas nos
genes POR, HSD17B5, SRD5A2 e alelo curto e longo nCAG RA com o
Prader score como variavel dependente.

Variavel
independente R r P
Genétipo 210H 0,31 0,0967 <0,001
SNP 35 0,103 0,01 0,18
SNP 36 0,129 0,02 0,105
SNP 37 0,205 0,04 0,01
SNP 38 0,007 0,00005 0,931
alelo curto CAG 0,04 0,002 0,598
alelo longo CAG 0,04 0,002 0,583

SNP 35: A503V POR, SNP 36: -71G HSD17B5, SNP 37: rs2518047 e SNP
38: V8I9L SRD5A2.

Tabela 20. Andlise de regresséo linear uni- variada das variantes encontradas nos genes POR,
HSD17B5, SRD5A2 e alelo curto e longo nCAG RA de acordo com 0s grupos genotipicos A e B.

Genotipo2 alelo curto alelo longo
10H SNP 35 SNP 36 SNP 37 SNP 38 CAG CAG
A r“=0,003 r“=0,02 r“=0,04 r“=0,0002 r“=0,0004 r“=0,0002
P=0,583  P=0,152  P=0,030 P=0,874 P=0,838 P=0,878
B r’=0,03 r’=0,04 r’=0,06 r*=0,002 r’=0,02 r’=0,03
P=0,242  P=0,150 P=0,102 P=0,738 P=0,354 P=0,218

SNP 35: A503V POR, SNP 36: -71G HSD17B5, SNP 37: rs2518047 e SNP 38: V89L SRD5A2.

As frequéncias do SNP 26 do gene CAR e SNP 37 do gene HSD17B5, que
apresentaram correlagao significante com o Prader score nas analises multi-variadas,

estdo demonstradas na Figura 21. Observa-se aumento da frequéncia destes SNPs
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conforme ocorre aumento da virilizagao genital, exceto pelo SNP 26 no grupo com

Prader score | + 11.

M rs2307424
Ors2518047

Prader I+ll Praderlll Prader IV PraderV

Figura 21. Frequéncias do SNP 26: rs2307424 CAR e SNP 37: rs2518047 HSD17B5 de acordo com
o Prader score em pacientes com gendtipo 210H A e B junto. SNP 26: P I+1l (n=12), P Ill (n=45), P
IV (n=28), P V (n=6); SNP 37: P I+l (n=20), P lll (n=77), P IV (n=51), P V: (n= 11).

Por ultimo, foram analisados pacientes nos quais o grau de virilizacdo genital foi
discordante do esperado para os gendtipos 210H. Foram encontrados nesta casuistica
9 casos com genoétipo A e leve virilizacdo genital (Prader score Il) e 9 casos com
gendtipo B e com importante virilizagao genital (Prader score IV e V), Tabela 21. Nesta

amostra, nenhuma das variantes influenciou o grau de virilizagao genital.
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Tabela 21. Casos discordantes entre os gendtipos 210H e o grau de virilizagdo genital em mulheres
com hiperplasia adrenal congénita.

DNA G‘;qgtl'_'m Prader SNP26  SNP 35 SNP 36 SNP37  SNP38 "%ﬁe
39’ A Il mt/mt wt/wt wt/wt wt/wt wt/mt 19/25
2956" A Il wt/mt wt/wt wt/mt wt/mt wt/mt 19/23
6227" A I - wt/mt wt/mt wt/wt wt/wt 19/23
8° A I - wt/mt wit/wt wt/wt wt/wt 17/24
187 A [ - wi/wt wt/mt wt/wt wt/wt 19/23
26° A [ - wi/wt wt/mt wi/wt wt/mt 21/21
29 A [ - wi/wt wt/mt wi/wt wt/mt 21/23
342 A I - wit/wt wt/mt wt/wt wt/mt 18/23
77228 A I - wt/mt wt/wt wt/wt wt/mt 23/27
158’ B \Y wt/wt wt/wt wt/mt wt/mt wit/wt 18/20
266" B \Y; wt/mt wt/mt wt/mt wt/wt wt/mt -
2814’ B \Y} wt/wt wt/wt wt/wt wit/wt wt/wt 17/24
6° B \Y} - wt/wt wt/mt wt/mt wt/mt 23/25
17% B \Y; - wt/mt wt/wt wt/mt wt/wt 24/24
312 B \Y; - wit/wt wt/wt wt/mt mt/mt 22/22
3958 B \% wt/mt wt/wt wt/wt wt/mt wt/mt 23/23
20° B V - wit/wt wt/wt wt/wt wt/wt 21/24
7485° B V - wit/wt wt/mt wt/wt wt/wt 17/23

HCFMUSP', UNICAMP?, ISCMSP°, HCFMRP®. SNP 26: rs2307424 CAR, SNP 35: A503V POR, SNP
36: -71G HSD17B5, SNP 37: rs2518047 HSD17B5 e SNP 38: V89L SRD5A2. wt: alelo selvagem, mt;
alelo mutante.

6.15 Expressao Génica

A quantificagdo da expressao dos genes HSD17B5, SRD5A1, SRD5A2 e RA
no fragmento de pele genital de cada paciente estudada esta descrita na Tabela 22.

Identificou-se um aumento da expressdo do gene da 5a-redutase tipo I
(SRD5A2) em 4 das 7 pacientes com virilizagdo genital Prader score IV. Por outro
lado, somente 1 das 5 pacientes com Prader score lll apresentou uma expressao
aumentada do gene SRD5A2; porém, a magnitude deste aumento foi menor do que

a observada nas pacientes com Prader score IV. Contudo, ndo houve diferenca
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significativa na comparacao da expressao do gene SRD5A2 entre as pacientes com

Prader score lll e IV (P= 0,149).

A expressao dos genes HSD17B5, SRD5A1 e RA também nao diferiram entre

os grupos de Prader score lll e IV.

Tabela 22. Expresséo dos genes HSD17B5, SRD5A1, SRD5A2 e RA no
tecido de pele genital das 12 pacientes com hiperplasia adrenal

congénica.
Prader

DNA score HSD17B5 SRD5A1 SRD5A2 RA

103 1] 1,72 2,67 0,33 0,59
7891 1 1,05 2,23 3,25 1,85
2975 1 0,56 0,69 1,67 0,39
3633 1 0,85 0,49 0,98 0,69
437 1 0,41 0,16 0,005 0,80
5610 v 1,49 0,17 5,41 2,05
3001 v 0,41 0,29 0,8 0,29
1732 v 1,08 0,15 31,8 2,05
1875 v 0,65 0,42 6,2 0,65
219 v 2,08 1,06 1,13 0,98
3396 v 5,54 0,39 19,5 4,41
8280 v 0,30 0,57 0,85 0,35

P 0,409 0,202 0,149 0,355
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7. DISCUSSAO
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A forma classica da hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia da 21-
hidroxilase € a causa mais frequente de disturbios do desenvolvimento sexual (DDS)
46,XX em todos os grupos étnicos (White & Speiser 2000). Esta doenca é causada
por mutacdes no gene CYP21A2 e, atualmente, mais do que 150 mutacdes de ponto
ja foram descritas; contudo, nove delas sdo as mais frequentes nas diversas
populagdes (http://www.cypalleles.ki.se/cyp21.htm) (White & Speiser 2000). Embora
a deficiéncia da 21-hidroxilase seja uma doenga de etiologia monogénica, observa-
se uma variedade de formas clinicas, as quais representam um espectro no
comprometimento da atividade enzimatica decorrentes da presenca das diferentes
mutacdes no gene da 21-hidroxilase. Sabe-se que na HAC 210H existe uma forte
correlagao do gendtipo com as formas clinicas e com os valores hormonais (Speiser
et al 1992, Wedell et al 1994, Krone et al 2000, Finkielstain et al 2011); entretanto,
esta correlagdo nao se estende ao grau de virilizagao genital (Giwercman et al 2002,
Rocha et al 2008).

A fim de avaliar esta discordancia na correlacdo gendtipo/fendtipo fizemos
este estudo com uma casuistica expandida, possibilitada pela realizagdo de estudo
multicéntrico. Esta analise iniciou pela determinagao do gendtipo das pacientes e em
concordancia com os dados de trabalhos prévios em diversas populagdes com a
forma classica, encontramos uma frequéncia maior de mutacdes que resultam em
comprometimento grave da atividade da enzima 210H (Finkielstain et al 2011,
Marino et al 2011). Como esperado, observamos que estas mutagdes apresentaram
forte correlacdo com a forma perdedora de sal, enquanto que as mutagdes que
predizem comprometimento moderado se correlacionaram com a forma virilizante

simples. Avaliamos também a correlagdo do gendtipo com as concentragdes basais
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hormonais ao diagndstico e, novamente, a gravidade do genétipo influenciou estas
concnetragcbes. Pacientes carreadoras do gendtipo mais grave (grupo A) tiveram
concentragbes basais significativamente maiores de androstenediona e de
testosterona em relagdo as carreadoras do gendtipo moderado (B). Entretanto,
diferentemente do esperado, esta correlagcdo nao foi observada com as
concentragbes basais de 170H-progesterona; supomos que este ultimo resultado
possa ter sido decorrente da utilizagdo de dados retrospectivos que foram obtidos
por diversas metodologias neste estudo multicéntrico.

Na analise da correlagdo do gendtipo com o grau de virilizagdo genital, o
presente estudo representa a continuidade de trabalho anterior desenvolvido em
nosso servigo, que envolveu 85 pacientes com a forma classica (Rocha et al 2008).
Neste trabalho inicial ndo identificamos uma influéncia do gendtipo no fendtipo
genital. Entretanto, em recente estudo multicéntrico europeu, que compreendeu 158
mulheres com a forma classica, foi observado que gendtipos mais graves se
associavam a quadros de virilizacado mais intensos (Welzel et al 2010). Similarmente,
com o0 aumento da casuistica, neste estudo multicéntrico de pacientes brasileiras
também observamos a influéncia do gendétipo no fendtipo genital. Contudo, apesar
desta associagao significativa, o genétipo explicou apenas 9% da variabilidade do
Prader score. Observamos que na nossa casuistica, assim como na do estudo
europeu, que permanece uma grande variabilidade do grau de virilizagao genital em
pacientes carreando genoétipos que predizem semelhante comprometimento da
atividade da 210H.

Considerando que a virilizagdo genital € decorrente da hipersecrecdo de

testosterona adrenal, que perifericamente €& convertida em dehidrotestosterona,
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correlacionamos as concentragcdes de testosterona basal com o Prader score e nao
identificamos diferengas significativas. Entretanto, gostariamos de ressaltar que
muitas destas pacientes tiveram diagndstico da deficiéncia da 21-hidroxilase
realizado fora do periodo neonatal, quando foram obtidas as dosagens de
testosterona, fato que pode ter contribuido para esta auséncia de correlagdo. Na
literatura ja foi observada uma correlagao das concentragdes de testosterona com o
fendtipo genital; entretanto, esta correlagao foi no periodo pés-natal. Na série de 12
pacientes da Indonésia com a forma virilizante simples e com diagndstico tardio,
variando de 1 a 33 anos, foi identificada uma correlagao direta das concentragdes de
testosterona com o crescimento clitoriano pds-natal (Goossens et al 2009).

Esta variabilidade no fenétipo de virilizagao genital da HAC tem sido discutida
na literatura e sugere-se que possa ser consequente de uma variabilidade
interindividual na sensibilidade periférica a agao dos andrégenos (Legro et al 1994,
Vottero et al 1999, Giwercman et al 2002). Esta variagao na sensibilidade individual
local poderia ser devida a diferengcas na agao, na sintese ou na metabolizagao
androgénica e, € conhecido que parte desta variabilidade € geneticamente
determinada (Marioli et al 2009, Schuring et al 2012).

Iniciamos este projeto pela analise do citocromo P450 3A7 considerando que
€ o principal metabolizador de andrégenos na vida fetal. O CYP3A7 é responsavel
pela 16a-hidroxilacdo da DHEA e DHEAS, eliminando a biodisponibilidade dos
precursores para a sintese de testosterona (Lee et al 2003, Stevens et al 2003,
Miller et al 2004). No seu gene tem sido descritas variantes alélicas que modificam a
sua atividade catalitica. A substituicio do promotor, CYP3A7*1C, que causa

expressao persistente na vida adulta do gene, foi identificada como a principal
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variante dos CYP3As que altera as concentragbes androgénicas (Siemes et al
2010). Foi observado in vivo que carreadores desta variante apresentam diminuicao
significativa nas concentragdes de DHEA, androstenediona e estrona em relacao as
homozigotas selvagens, o que caracteriza que a variante se associa a um fenétipo
ultra-metabolizador. Em concordancia com esta hipotese, na casuistica do
HCFMUSP em estudo anterior, o alelo CYP3A7*1C foi associado com a
necessidade de doses menores na terapia de reposi¢gdo com glicocorticoide no
tratamento da HAC em relagdo aos pacientes carreadores do alelo selvagem. A
hipétese € a de que as pacientes carreadoras deste alelo necessitem de doses
menores por apresentarem metabolismo hepatico aumentado dos andrégenos
adrenais (Moreira et al 2011).

No presente trabalho, as variantes da regido promotora do gene CYP3A7, em
concordancia com os dados da literatura, tiveram frequéncia muito baixa (Burk et al
2002). O alelo CYP3A7*1C nao se correlacionou com uma menor virilizagdo da
genitalia externa, possivelmente pelo pequeno numero de pacientes carreadoras
deste alelo.

Outra variante descrita, que altera o metabolismo androgénico, é a
substituicdo missense denominada por CYP3A7*2, caracterizada por aumentar a
constante catalitica em 1,5 vezes para a 16a-hidroxilacdo da DHEA e fetos
carreadores deste alelo possuem uma via mais ativa para a biotransformacgao
androgénica (Rodriguez-Antona et al 2005a). Consequentemente, hipotetizamos que
pacientes com HAC carreadoras do alelo CYP3A7*2 poderiam apresentar fenotipos
de virilizagdo genital menos intensos. Apesar desta variante ter sido frequente na

nossa casuistica, o alelo nao foi correlacionado com o Prader score. Similarmente
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ao nosso achado, um outro trabalho que avaliou a associagcdo in vivo do alelo
CYP3A7*2 com cancer de testiculo também né&o identificaram uma influéncia direta
da substituicdo com a susceptibilidade individual para a doenca (Kristiansen et al
2011).

Como recentemente a literatura tem observado que SNPs na regiao 5’'UTR
podem modificar o reconhecimento de sitios de splicing ou alterar a expressao
génica (Surekha et al 2010, Li et al 2011), também estudamos 4 variantes intrénicas
do gene CYP3A7 e as correlacionamos com o Prader score, porém, néao
encontramos resultados com significancia estatistica.

Outro fator que merece destaque é a observacao de que a variabilidade de
expressao dos citocromos P450 hepaticos possa ser geneticamente determinada
também pela presenca de polimorfismos nos seus fatores de transcricdo. Foi
demonstrado que variantes nos fatores nucleares da familia CYP3A, PXR e CAR,
causam diferencas na metabolizagdo de androgenos e/ou compostos
farmacoldgicos (lkeda et al 2003, He et al 2006, Zhang et al 2008).

Baseando-se no fato de que variantes nos genes PXR e CAR podem
aumentar ou reduzir o potencial de oxidacdo da testosterona, alterando a
biodisponibilidade e/ou o potencial da conversao local de T para DHT, supomos que
estas variantes poderiam influenciar o quadro de hiperandrogenismo pré-natal das
pacientes com HAC. No rastreamento de variantes nos genes PXR e CAR, as
mutacdes missense foram raras na nossa casuistica. Nas regides intrénicas do gene
PXR encontramos o SNP 24 (rs2276707), que se associa a aumento da expressao
do PXR in vitro e aumento da transativagao da familia CYP3A (Zhang et al 2001),

mas que nesta casuistica ndo modulou o fenétipo de virilizacdo da forma classica.
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No rastreamento do gene CAR ndo encontramos as mutagdes missense
H246R e L308P descritas por Ikeda et al (2005) na populagao japonesa, as quais se
associam a diminuicdo da transativacdo da familia CYP3A. Contudo, encontramos
uma correlagao do SNP silencioso 26 (P180P), localizado no exon 4, com o grau de
virilizagao genital de nossas pacientes com HAC, explicando junto com o gendtipo
25% da variabilidade. Observamos uma maior frequéncia do SNP nas pacientes
com os maiores Prader score, exceto no grupo de pacientes com Prader score | + I,
podendo ser explicado pelo pequeno numero de casos neste grupo.

O mecanismo pelo qual o SNP 26 altera a fungcédo da proteina, ainda nao foi
elucidado, mas a literatura tem dado énfase a possiveis efeitos das substituicdes
silenciosas, uma vez que elas podem alterar reconhecimento de sitios de splicing
(Daidone et al 2011). Deste modo, verificamos o efeito do SNP em site de predi¢cao
para a modificacdo dos sitios de splicing, sendo predito que o SNP 26 poderia
modificar uma regido importante para a ligacdo de proteinas que fazem o
reconhecimento correto do sitio de splicing. Supomos que a presenga do SNP no
gene CAR poderia causar a tradugdo de uma proteina anbémala e resultar em
fendtipo pobre metabolizador, o que explicaria os nossos achados. Em concordancia
com esta hipotese, um estudo recente mostrou que o SNP 26 se correlacionou com
uma maior concentragdo no plasma de efavirez, e assim uma discontinuacdo mais
precoce do tratamento com este farmaco, indicando uma variabilidade interindividual
no metabolismo hepatico causada pelo polimorfismo silecioso (Wyen et al 2011).
Com relagdo as demais variantes da regido intrénica do gene CAR, nao
identificamos resultados significativos nas analises de correlagdo com o Prader

Score.
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Considerando que o comprometimento da atividade da 21-hidroxilase predito
pelo gendtipo 210H e o SNP 26 do CAR justificaram apenas 25% da variabilidade
do fendtipo de virilizagdo genital, demos continuidade ao estudo acrescentando a
analise de variantes funcionais em genes envolvidos na sintese e/ou acéao
androgénica. Portanto, pesquisamos variantes funcionais nos genes POR,
HSD17B5, SRD5A2 e RA. As frequéncias alélicas das variantes A503V POR, -71G
HSD17B5, V89L SRD5A2 e A49T SRD5A2 foram semelhantes as descritas na
literatura na populagdo caucasiana (Zeigler-dJohnson et al 2002, Qin et al 2006,
Huang et al 2008).

O citocromo P450 oxido-redutase € um doador de elétrons e sua agédo é
essencial para a sintese de cortisol e de andrégenos. Mutagcées no gene POR
comprometem a sintese de ambos os hormdnios e causam ambiguidade genital no
sexo masculino (Miller et al 2010). Para este gene tem sido descrita uma variante
comum em diversas etnias, a substituicdo A503V, associada com uma drastica
reducéo da sintese androgénica em até 60%, o que poderia influir no fendtipo genital
de nossas pacientes. Porém, observamos que a variante A503V n&o foi
correlacionada com menor virilizacdo genital nesta casuistica. Poucas pacientes
eram carreadoras homozigotas desta variante e, supomos que, pelo menos no
estado de heterozigose, as mudancgas na atividade catalitica na sintese de
androgenos possam nao ser significantes para modular o fenétipo genital da HAC.

Outro gene de interesse para o nosso estudo € o HSD17B5, nos chamou a
atencao os resultados de um trabalho de pacientes com SOP, no qual as pacientes
carreadoras da variante -71G HSD17B5 apresentaram concentracbes séricas de

testosterona significativamente maiores em relacdo as homozigotas selvagens,
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demonstrando uma importante contribuicdo do alelo para o hiperandrogenismo (Qin
et al 2006, Marioli et al 2009). Porém este achado é contraditério na literatura, pois
Petry et al (2007) e Goodarzi et al (2008b) nao encontraram associagcao do SNP em
pacientes com pubarca precoce e SOP, respectivamente, com um excesso
androgénico. Na nossa casuistica, a variante -71G também n&o influenciou de
maneira significatica o hiperandrogenismo pré-natal, uma vez que nao se
correlacionou com o o Prader score.

Para o rastreamento da substituicdo -71G, realizamos o sequenciamento da
regido promotora do gene HSD17B5 e encontramos outra variante que foi muito
frequente na nossa casuistica e também na populacdo caucasiana, o SNP 37
(rs2518047). Observamos que esta variante influenciou 4% do Prader score na
analise uni-variada nas pacientes com o gendtipo do grupo A e 14% na analise
multi-variada com o genétipo 210H e os demais polimorfismos funcionais. No grupo
genotipico B, o SNP 37 ndo mostrou esta correlagdo, possivelmente pelo menor
numero de pacientes encontrados neste grupo. Este SNP foi encontrado com maior
frequéncia nas pacientes com os maiores Prader scores, assim supomos que o SNP
37 possa estar associado a maior sintese de androgenos nas adrenais e na pele
genital durante o periodo pré-natal.

Qin & Rosenfield (2005) estudaram a regido promotora do gene HSD17B5 e
expressaram constructs de diferentes tamanhos em células de tumor adrenal e
mostraram que o promotor ndo possui as sequéncias CAAT ou TATA box para
regular o gene, mas encontraram o sitio de ligagdo CCTCCTCCT essencial para a

transcricdo do gene. Este sitio situa-se a 144 pares de base downstream ao SNP 37,
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evidenciando que esta é uma regido importante para a ligacdo a fatores de
transcrigao.

Apesar da regiao ter sido avaliada, o significado funcional do SNP 37 ainda
nao foi descrito na literatura, por isso, avaliamos a substituicao em site de predicéo a
fatores de transcricdo, e encontramos um novo sitio de ligacdo para o complexo
HOX-PBX, especificamente para o fator MEIS1. O fator MEIS1 pertence a
superfamilia homeodomain de proteinas que se ligam ao DNA e regulam a
transcricdo de muitos genes essenciais para o0 desenvolvimento durante a
embriogénese (Mojsin & Stevanovic 2009). Adicionalmente, o complexo PBX-MEIS
contribui tanto para ativagdo quanto para a repressdao do gene e tem sido
encontrado em diversos tipos de canceres (Mojsin & Stevanovic 2009). Devido a
estes achados, semelhantemente a variante -71G, o SNP 37 possivelmente
aumenta a afinidade a fatores de transcricdo, aumentando assim a transcricdo do
gene e a biossintese androgénica, resultando na paciente carreadora do SNP uma
maior hiperandrogenemia e maior virilizagao genital.

Outro gene de grande importancia € o da enzima 5a-redutase tipo 2,
essencial para a conversdo da testosterona para a DHT, um potente andrégeno
responsavel pela virilizacdo pré-natal. Um estudo com pacientes DDS 46,XY
mostrou que o polimorfismo V89L SRD5A2, por causar uma diminui¢gdo de 30% na
producao de DHT, influenciou o grau de virilizagdo da genitalia externa (Fernandez-
Cancio et al 2011). Entretanto, nas pacientes com HAC esta influéncia nao foi
observada. A variante A49T SRD5A2 foi rara em nossa amostra e as 4 pacientes

carreadoras apresentaram Prader score lll, impossibilitando a sua correlacao.
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Toda agao androgénica, depende da biodisponibilidade dos andrégenos e de
sua agao mediada pelo receptor androgénico, sendo ambas essenciais para o
desenvolvimento normal da genitalia do sexo masculino (Cheon et al 2011). O RA
contém dois tratos de repeticoes polimérficas, o CAG e o GGN, codificando os
aminoacidos glutamina e glicina, respectivamente (Lubahn et al 1988). Para o trato
de repeticbes CAG existem muitos estudos na literatura e observa-se que existe
uma correlacéo inversa entre o numero de repeticdes e a atividade de transativagao
do receptor (Chamberlain et al 1994, Tut et al 1997). Este trato tem sido fortemente
associado ao fendtipo de doencas andrégeno-dependentes, como por exemplo na
infertilidade masculina, que se associa com tratos com numeros maiores de
repeticbes evidenciando uma menor atividade androgénica na etiologia da
infertilidade (Tut et al 1997, Nenonen et al 2011). Tratos com numero menor de
repeticoes CAG tem sido associados com pubarca precoce idiopatica, sugerindo
uma maior agao androgénica periférica como fator etiolégico (Ibanez et al 2003).

Estes dados nos levaram a analisar se o trato CAG do RA poderia influenciar
o grau de virilizagdo genital das pacientes com HAC. Em estudo anterior
observamos uma influéncia do trato na comparacdo das pacientes com Prader Il
entre os grupos genotipicos da 210H A e B. As pacientes do grupo B apresentaram
numero de repeticdes CAG significativamente menores do que as do grupo A Rocha
et al (2008). Este achado poderia ser um dos fatores que justificaria porque
pacientes com um genétipo da 210H mais brando poderiam ser tao virilizadas
quanto as carreadoras de um genotipo da 210H mais grave. Porém, Welzel et al
(2010), no estudo multicéntrico europeu, ndo encontraram correlagdo deste trato

com o grau de virilizagao genital.
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Com os resultados discordantes sobre a influéncia do trato CAG no fendtipo
de virilizagcdo da HAC, refizemos a sua andlise nesta casuistica expandida.
Identificamos que o numero de repeticbes CAG variou de 14 a 31 repeticoes,
apresentando distribuicdo normal. No entanto, na analise das pacientes com HAC
observamos que a média do nCAG nao influenciou o Prader score em pacientes
carreando os diferentes gendtipos da 210H. Similarmente, nao identificamos
diferencas nas frequéncias de alelos curto e longo entre os diversos grupos de
Prader score. Contudo, sabemos que os resultados podem diferir de acordo com o
ponto de corte utilizado para a definicao de alelos curto e longo. Os numeros mais
utilizados como ponto de corte para a definicdo de alelos curtos pela literatura foram
20 ou 22 repeticdes CAG (Chintamani et al 2010, Liu et al 2012). Considerando que
estes numeros estdo dentro do intervalo interquartil da curva de normalidade na
maioria das populagdes, ndo achamos conveniente reproduzir estes desenhos, e
optamos por escolher numeros de corte mais criticos do que os da literatura.

Outro ponto a ser discutido quanto ao estudo do trato CAG é que o gene do
receptor androgénico esta localizado no cromossomo X e um dos cromossomos X
em mulheres € inativado para o equilibrio génico. Assim, o padrdo de inativagdo do
cromossomo X é um fator importante a ser avaliado (Kaupert et al 2010).
Considerando o fato de que no nosso estudo multicéntrico nao foi possivel se obter
amostras de DNA para se realizar o estudo de inativacdo do cromossomo X, n0ossos
resultados de auséncia de correlacdo do trato do RA devem ser vistos com cautela.
Adicionalmente, a determinagao da média bialélica do nCAG em DNA de leucdcitos
periféricos ndo implica necessariamente que a genitalia do embrido tenha o0 mesmo

padrao de metilacdo do RA (Kaupert et al 2010).
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Embora o gendétipo da 210H, o SNP 26 do gene CAR e o SNP 37 do gene
HSD17BS5 influenciaram o grau de virilizagao genital, estas variaveis nao justificaram
todos os casos. Assim, ndo podemos afastar a hipétese de que diferengas na
expressao local dos genes relacionados a acao e/ou sintese periférica de
androgenos também possam influenciar esta variabilidade fenotipica. Durante o
desenvolvimento deste projeto foi possivel obter amostras de pele genital de doze
pacientes submetidas a genitoplastia e analisamos a expressado dos genes da 17f3-
hidroxi-esteroide tipo 5, da Sa-redutase tipos 1 e 2 e do receptor androgénico.

Nossa analise baseou-se nos achados de que os genes HSD17B5, SRD5A1,
SRD5A2 e RA sao expressos em fibroblastos de pele genital de homens normais
(Hope et al 2006, 2007) e que podem apresentar um perfil de expressao diferencial
(Holterhus et al 2007), o que poderia explicar a variabilidade da ambiguidade genital
de pacientes com HAC. Até o momento, nenhum estudo avaliou a expressao destes
genes em pele genital em pacientes com hiperplasia adrenal congénita.

De acordo com a nossa hipotese, observamos que o gene SRD5A2 teve uma
super-expressdao em 4 das 7 pacientes com Prader score |IV. Por outro lado,
somente 1 das 5 pacientes com Prader score lll apresentou uma expressao um
pouco aumentada do gene SRD5A2. Apesar disso, ndo encontramos diferenca
significativa na comparacgéo da expressao do gene SRD5A2 entre as pacientes com
Prader score lll e IV. A expressao dos genes HSD17B5, SRD5A1 e RA também nao
diferiram significativamente entre os grupos de Prader score lll e IV.

Gostariamos de enfatizar que os estudos de expressédo génica tecidual em
fragmento de pele genital, acima citados, avaliaram o perfil génico em cultura de

fibroblastos (Hope et al 2006 e 2007, Holterhus et al 2007). No nosso conceito este

Tese de Doutorado: Laura Cesar Kaupert



101

perfil de expressdo génica pode variar, devido a mudanga no microambiente
utilizado, por isso preferimos extrair o RNAm do proprio fragmento. Todavia, dado a
dificuldade em se obter mais amostras de pele genital, obtivemos um numero
pequeno de casos, o que pode ter influenciado a auséncia de diferencas
significativas de nossos resultados.

Outro fator que pode estar envolvido na variabilidade do fendtipo genital da
HAC 210H é a backdoor pathway. Esta via ja foi demonstrada em cangurus e tem
fundamental importancia na produgao androgéncia fetal (Auchus 2004). Nesta via, o
andrégeno mais potente, DHT, ndo é sintetizado a partir de seu precursor
testosterona e sim pelo desvio da 170H-progesterona. Recentemente, foi
demonstrado que esta via também é expressa em pacientes com HAC na vida poés-
natal (Kamrath et al 2012) e, desta forma, supomos que a backdoor pathway
também possa influénciar na variabilidade da virilizagdo genital em pacientes com a
forma classica.

Concluimos que a variabilidade da virilizagao genital na hiperplasia adrenal
congénita por deficiéncia da 210H, € mais um dos problemas enigmaticos na
biossintese de esterdides e nas doengas de diferenciacdo sexual a serem
resolvidos. Os dados deste estudo nos sugerem que o fenétipo de virilizagao genital
deve ser consequente de uma interagao poligénica, que envolve nao s6 a presenca
de variantes funcionais, como diferencas de expressao tecidual local e também o

envolvimento de diferentes vias da sintese androgénica.
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8. CONCLUSOES
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Nos estudos de correlagdo de variantes genéticas com o grau de virilizagao

pré-natal de mulheres com a forma classica da deficiéncia da 21-hidroxilase

observamos que:

1)

2)

4)

5)

A severidade do comprometimento da atividade da 21-hidroxilase predita
pelo gendtipo se correlacionou com o grau de virilizagdo pré-natal da

genitalia externa, justificando 9% da variabilidade.

As variantes rastreadas nos genes CYP3A7 e PXR nao influenciaram a

intensidade de virilizagao pré-natal.

A variante rs2307424 do gene CAR influenciou em 25% o grau de
virilizagao genital em pacientes com a forma classica, contribuindo para

um fendtipo de virilizagdo mais intenso.

As variantes funcionais A503V POR, -71G HSD17B5, V89L SRD5A2,
A49T SRD5A2 e nCAG RA nao se correlacionaram com o fendtipo de

viriliziagao pré-natal.

A variante rs2518047 do gene HSD17B5 influenciou em 14% o grau de
virilizagao genital em pacientes com a forma classica, contribuindo para

um fenotipo de virilizagdo mais intenso.
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6) Nao identificamos diferencas na expressao dos genes HSD17BS,
SRD5A1, SRD5A2 e RA em pele genital de pacientes portadoras de

diferentes graus de virilizagdo pré-natal.
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9. ANEXOS
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Tabela 2. Dados clinicos e moleculares do gene CYP21A2 das pacientes
com hiperplasia adrenal congénita cujo fragmento de pele genital foi obtido
durante genitoplastia corretiva.

Forma Genoétipo Mutacoes Prader

DNA clinica 210H CYP21A2 score
103 PS A I2splice/I2splice 1
7891 PS A I2splice/I2splice 1
2975 PS A R356W/del 11
3633 VS B 12splice/promotor,P30L 1
437 VS A I12splice/I2splice 1
5610 PS A R356W,P453S/R356W,P453S \Y]
3001 PS A I2splice/12splice v
1732 PS A insT/insA \Y]
1875 PS A I2splice/conv 1\
219 VS A 12splice/Q318X \Y,
3396 PS A LR/LR v
8280 VS B 12splice/1172N \Y

PS: forma perdedora de sal, VS: forma virilizante simples. 12splice: IVS2-13A/C>G,
promotor: -126C>T, insA: p.Ser170fs (c.511_512insA), insT: p.Leu307fs (c.923_924insT),
conv: grandes conversdes génicas, LR: grandes rearranjos génicos.
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Tabela 7. Tabela dos genes enddgenos e alvos estudados na expresséao tecidual
em pele genital.

Simbolo

do Gene Nome do gene Funcao Ensaio
cyc ciclofilina A Catalisa a |so[ner|zag:é’o‘ cis-trans de 4326316E
ligacbes peptidicas
GUS B-glucuronidase 4326320E
GAPDH Glyceraldfe|do—3—fosfatase- Omdoredgtase nangllcollse ena 4326317E
desidrogenase gliconeogénese
BA Beta actina Proteina estrutural do citoesqueleto 4326315E
B2M Beta- 2 -microglobulina Molccula do complexo principal de 4326319E
histocompatibilidade |
HPRT Hypoxanthine Sintese de purinas 4326321E
phosphoribosyl transferase
Polpepticio zeta/ proteina 2S00 S0 CE K eiog om
YWHAZ de ativagao triptofano 5- - . Hs00237047_m1
. uma variedade de moléculas
monooxigenase -
sinalizadora
Proteina de ligagéo ao Fator de transcricao da RNA
TBP TATA-box. polimerase I 4326322F
TR Receptor de transferrina Proteina carreadora de transferrina 4326323E
PGK1 Fosfoglicerato quinase 1 Enzima glicolitica 4326318E
UBC Ubiquitina C Degradacao de proteinas Hs00824723_m1
HMBS ‘Hydroxymethylﬂ-bilane Sintese dq grupo H_e_me e Hs00609297 m1
synthase metabolismo porfirina -
AKR1C2o0u aldo-keto reductase family Catalisam a redugdo dependente de
HSD17B3 1 member C2 NADPH da carbonila Hs00912742_m1
AKR1C3ou Aldo-keto reductase family Catalisam a redugdo dependente de
HSD17B5 1 member C3 NADPH da carbonila Hs00366267_m1
AR Receptor androgénico Transativa genes alvos ligado ao Hs00907244_m1
seu ligante
SRD5A1 5 redutase tipo 1 Catalisa a converséo de Hs00602694_mH
testosterona em DHT
SRD5A2 5a redutase tipo 2 Catalisa a conversdo de Hs00165843_m1

testosterona em DHT
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Tabela 8. Grau de virilizagdo da genitalia externa de pacientes com hiperplasia
adrenal congénita nos gendtipos mais frequentes da 210H.

Mutacéo Prader I+1l Prader Ill Prader IV Prader V
CYP21A2 n (%) (n) (n) (n) (n)
LR/LR 3(2%) 0 1 1 1
LR/null 7(4%) 0 4 3 0

12 splice/l2 splice 33(18%) 1 19 11 2

12 splice/null 47(25%) 4 19 20 4
12 splice/p.1172N 15(8%) 2 10 2 1
p.1172N/null 21(1%) 7 10 3 1
p.1172N/p.I1172N 11(6%) 6 5 0 0

LR: grandes rearranjos (delecdo CYP21A2 e grandes conversbdes), null: mutagdes que
abolem a atividade enzimatica: p.G110Efs, cluster, p.Leu307fs, p.R356W, p.Q318X,
p.G291S, p.G424S, p.Arg483fs, IV2 -2A>G, p.Ser170fs, p.R444X, p.W129X e p.R408C.
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Tabela 9. Pacientes portadores de mutagdes novas no gene CYP21A2 de acordo
com a forma clinica da hiperplasia adrenal congénita e com o grau de virilizagao

da genitalia externa.

Mutacgao Genoétipo Forma Prader

DNA CYP21A2 210H clinica score
121" 12 splice/p.H365Y A PS 1
596" 12splice/IVS2+5G>A,p.V281L A PS v
5408 cluster/p.E351V A PS Y,
92 p.1172N/p.L142P B PS |
112 p.1172N/p.L108R B VS 1l
182 12 splice/p.G56R A VS [l
262 p.R444X/IVS2-2A>G A PS [l

HCFMUSP', UNICAMP?. PS: forma perdedora de sal, VS: forma virilizante

simples
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